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RESUMEN

RESUMEN
La seleccion Uevada a cabo en porcino durante los ûltimos anos ha favorecido el 
crecirmento magro a costa de reducir el contenido de gras a subcutânea e intramuscular. 
Este hecho ha provocado una disminuciôn de la calidad de la carne debida a la pérdida de 
sus cualidades sensoriales y tecnolôgicas. Asimismo los cambios en los porcentajes de 
àcidos grasos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA) 
influyen en las caracteristicas organolépticas de la carne de cerdo y de sus productos 
curados. Por otra parte, la composicion de âcidos grasos de las grasas animales afecta la 
salud Humana va que dictas ricas en S FA incrementan el coles terol en plasma y por tanto el 
nesgo de enfermedades cardiovasculares. En diversos estudios se ha demostrado que la 
composicion de âcidos grasos puede alterarse mediante la alimentacion y mediante técnicas 
genéticas.
El présenté trabajo forma parte del consorcio IB\L-\P, en el que grupos del INIA, 
IRTA y Universidad Autonoma de Barcelona (UAB) vienen cooperando desde 1996 en 
proyectos sucesivos con el objetivo de estudiar la base genética de caractères de 
crecimiento, con formacion, deposiciôn de grasa y metablismo lipidico. Los objedvos de 
este estudio son consecuencia de los resultados obtenidos en un trabajo previo en el SSCI2 
(Muhoz et ai, 2007) en el que se identificaron dos QTLs con efecto sobre diferentes âcidos 
grasos medidos en grasa subcutânea. En este cromosoma se localizan vanos genes 
relacionados con el metabolismo de âcidos grasos, entre ellos el gen Acetyl CoA carboxilase 
{ACACA) que es un sôlido gen Candida to para la mutaciôn causal subyacente a uno de los 
QTLs.
En este estudio se ha tratado de aumentar el conocimiento sobre la implicacion de 
genes localizados en el SSC12 en la composicion de âcidos grasos de las grasas subcutânea 
e intramuscular. El material biologico utilizado incluye individuos de las generaciones F2, 
F3, RCl ((J' F2 X 9  Landrace) y RC2 (cJ FI x 9  Landrace) pertenecientes al cruce 
experimental Ibérico x Landrace (IBMAP).
Se emplearon diversas estrategias. La primera de ellas consistio en la 
caracterizacion, deteccion y genotipado de polimorfismos en nuevos genes candidatos 
{AC0X1, A C L Y  y SREBF1) y en una posible region reguladora del gen A C A C A . Se 
detectaron cinco polimorfismos en el gen A C 0 X 1 , dos en el gen A C L Y  y siete en el gen 
SREBF1. Se construyô un nuevo mapa de ligamiento del cromosoma 12 combinando la 
informaciôn de seis marcadores microsatélite y cuatro SNPs con los haplotipos detectados 
en el gen A C 0 X 1 ,  H l: c.[481G; 1238A; *21 G] y H2: c.[481C; 1238G; *21 A] asi como los 
SNPs A C LY: c.*523T>C y SREBFl: c.l023T>C. El mapa obtenido se utilizô en un nuevo
1
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analisis de deteccion de QTLs que permitiô identificar dos regiones cromosômicas con 
efectos sobre el contenido de diversos âcidos grasos présentes en la grasa dorsal. El primer 
QTL afecta a los porcentajes de los âcidos linolénko [C l8:3, (n-3], palrmtoleico [C16:l(n- 
9)], palmitico (C l6:0) y la Longitud Media de la Cadena (ACL) y el segundo QTL los 
porcentajes de palrmtoleico [C16:l(n-9)j, esteârico (C l8:0) y vaccémco [C18:l(n-7)j. En los 
anâlisis de asociacion posteriores se confirme la asociacion significativa entre el SNP 
A C A C A : c.5634T>C y los porcentajes de âcidos grasos afectados por el segundo QTL. 
No se detectaron efectos significativos de los polimorfismos de los genes A C 0 X 1 , A C L Y  
y SREBF1. Asimismo, en una region intronica del gen A C A C A  con homologia al 
Promotor I bovino, se ha identificado un polimorfismo [ACACA: g.48001A>G) con 
efecto sobre el porcentaje de âcido esteârico (Cl 8:0) de la grasa dorsal. Los genotipos de 
ambos polimorfismos afectan la expresiôn del gen A C A C A . La bùsqueda de la mutacion 
causal subyacente a este QTL deberâ orientarse a los otros dos promotores y a las regiones 
5’ y 3’UTR cuya secuenciacion no se ha realizado todavta en este material.
Se construyeron très nuevos mapas de ligamiento del SSCI2 a partir de la 
informaciôn de algunos de los marcadores genéticos citados y de la proporcionada por el 
PorcineSNFôO Genoîyping Bead Chip. En el primero se combiné la informaciôn de seis 
microsatélites, el SNP SREBF1: c.l023T>C y 26 SNPs seleccionados del chip PordneSNPôO. 
En el segundo, se utilizô la informaciôn de 50 SNPs del chip PordneSNPôO y en el tercero 
los genotipos de 489 SNPs. Estos mapas se emplearon para reaüzar très anâlisis clâsicos de 
detecciôn de QTLs para composiciôn lipi'dica de la grasa intramuscular, en cerdo s de las 
generaciones F3, RCl y RC2 del cruce IBMAP. Se ha detectado un QTL con efecto sobre 
el porcentaje de âcido palmitico (C l6:0) en la grasa intramuscular. Este resultado se ha 
obtenido consistentemente en los sucesivos anâlisis realizados con un numéro creciente de 
marcadores (hasta 489 SNPs). El efecto detectado es de una magnitud del 0.6 % por cada 
alelo Q  Ibérico, équivalentes a un 2.6% de la media del carâcter.
Se comparé la informaciôn de los mapas de ligamiento con la de los mapas fïsicos 
para estimar la relaciôn entre las distancias genéticas (cM) y fisicas (Mb), obteniéndose 
valores de hasta 3.1 cM/Mb, que exceden la equivalencia 1 cM /M b convencionalmente 
aceptada, tanto en el genoma humano como en los de los animales domésticos.
En los anâlisis de asociaciôn realizados con los genotipos de 978 SNPs con 
MAE > 0.15, se han detectado efectos significativos sobre el porcentaje de âcido palmitico 
(C l6:0) en grasa intramuscular de las sondas ALGA0066302, ASGA0054039, 
ASG A0054041 y ASGA0054044. La primera sonda estâ localizada en el gen A C A C A  y
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las otras en el gen Phosphatidylcholine Transfer Protein (PCTP). Las funciones de ambos genes 
estân relacionadas con el metabolismo y transporte de âcidos graso y el PCTP mapea en la 
posiciôn 29.65 Mb, proxima al intervalo de confianza del QTL (30.96 - 35.02 Mb). Estos 
resultados sugieren que el PCTP es un buen gen candidato funcional y posicional. Por otra 
parte se detecto un efecto significativo del SNP H3GA0034898, localizado en el gen 
Arachidonate 12-lipoxygenase (A L 0 X 1 2), sobre el indice C20:4/C18:2. Este gen codifica para 
la proteina araquidonato 12-lipoxigenasa (12-LOX) que participa en esta ru ta de conversion 
de C20:4 a C l8:2, por lo que puede considerarse como un potente gen candidato fiincional.
El efecto del genotipo del QTL para el contenido en C l6:0 sobre la expresion 
génica en el müsculo longissimus ha sido investigado en cerdos de la generacion RC2 
utilizando el array de expresion de AJimetrix. Los principales resultados mostraron 
diferencias de expresiôn en dos genes del SSCI2, PCTP y TMEM97, con ratios de 
expresiôn entre los genotipos y cjq de 0.77 y 1.26, respectivamente. Ambos genes estân 
involucrados en el metabolismo lipidico y mapean dentro del intervalo de confianza del 
QTL. Sin embargo no se detectaron efectos relevantes sobre la expresiôn génica del 
polimorfismo del gen A C A C A  genotipado con la sonda ALGA0066302. Los SNPs 
ASGA0054039T>C  y ASGA0054041A>G  del gen PCTP mostraron efectos altamente 
significativos sobre la expresiôn del propio gen lo que, junto a otros resultados previos, 
hace que el gen PCTP deba ser considerado el principal candidato posicional y funcional 
subyacente al QTL para el contenido de palmitico en grasa intramuscular.
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SUMMARY
In the last years, the selection performed in pig breeding schemes increased lean 
growth at the expense of backfat and intramuscular content. Fat content and its fatty acid 
composition influence the sensorial and technological aspects of meat quality. Changes in 
the percentages of saturated (SFA), monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated 
(PUFA) fatty adds influence the organoleptic quality o f pig meat and dry cured products. 
Moreover, fatty acid composition of animal fats affects human health since diets with high 
cholesterol content increase the level of plasmatic cholesterol and therefore the risk of 
cardiovascular diseases. Several studies reported successful modifications of fatty acid 
composition o f animal fats by feeding changes and genetics factor.
The current work is part of the IBi\L\P consortium that has cooperated since 1996 
in consecutive projects with the goal to study the genetic basis o f growth, conformation, fat 
deposition and lipidic metabolism traits. The objectives of this study are consequence of 
the obtained results from a previous work performed in SSCI2 (Muhoz et al., 2007), in 
which two QTLs with effect on different backfat fatty acids were identified. Some genes 
related with fatty acid metabolism are identified in SSCI2 one of them was Acetyl CoA 
carboxilase (ACACA), that it is a strong candidate gene for the causal mutation underlying 
one of the QTLs.
In the current study, we have tried to increase the knowledge about the implication 
of SSCI2 genes in fatty acid composition of subcutaneous and intramuscular fat. Biological 
samples from F2, F3, RCl ((5' F2 x 9  Landrace) and RC2 (cJ FI x 9 Landrace) generation 
individuals, from an experimental cross Iberian x Landrace (IBMAP) were used.
Different strategies were applied. First of them consists in the characterization, 
detection and genotyping of polymorphisms located in new candidate genes (ACO Xl, 
A C L Y  y SREBF1) and in a possible A C A C A  regulatory region. Five polymorphisms were 
detected in A C 0 X 1  gene, two in A C L Y  and seven in SREBF1. A new SSC12 linkage map 
was built joining the information from six microsatelHtes and four SNPs with those from 
A C 0 X 1  HI: c.[481G; 1238A; *21G] and H2: c.[481C; 1238G; *21A] detected haplotypes 
and ACLY': c.*523T>C and SREBF1: c.l023T>C SNPs. The obtained map was used for a 
new QTL detection analysis that allowed to identify two chromosomal regions with effects 
on different backfat fatty acids. The first QTL affects the percents of linoleic [C l8:3, (n-3], 
palmitoleic [C16:l(n-9)j and palmtic (C l6:0) fatty acids and Average Chain Length and the 
second one QTL the percents of palmitoleic [C16:l(n-9)], stearic (C l8:0) and vaccenic 
[C18:l(n-7)j fatty acids. Also, the significant association between the SNP A C AC A: 
c.5634T>C and the fatty acids percents underlying the second QTL was confirmed in the
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subsequent association analysis. Non significant effects of the A C 0 X 1 , A C L Y  and 
SREBF1 polymorphisms were detected. Moreover, a new polymorphism (g.48001A>G) 
with a significant effect on backfat content of stearic fatty acid (C l8:0) has been detected 
within an intronic region of A C A C A  gene homologous with bovine Promoter I. Both 
polymorphism genotypes affect the A C A C A  gene expression. The search of the causal 
mutation underlying the QTL should be focused on the two remaining promoters and the 
5’ and 3’UTR regions that were not yet sequenced in this material.
Three new SSCI2 genetic maps were built from the information of some of the 
quoted genetic markers and the SNP genotypes supplied by PordneSNPôO Genoîyping Bead 
Chip. The first one combined six microsatellites, the SNP SREBF1: c.l023T>C and 26 
SNP selected from those genotyped by PordneSNPôO. The information of 50 and 489 SNPs 
was used in the construction of other two maps. These maps were used to perform three 
classical analyses in order to detect QTL related to fatty acid composition of intramuscular 
fat on pigs from F3, RCl and RC2 generations of IBMAP intercross. A QTL effect on 
palmitic fatty acid (C l6:0) percentage in intramuscular fat has been consistently detected in 
the succesive analyses conducted while increasing the number o f markers. The detected 
effect magnitude on the trait was 0.6% for the Q  Iberian allele, equivalent to 2.6% of the 
trait mean.
Moreover, two estimations of the equivalence between genetic distances and the 
Megabase number using the information from the PordneSNPôO Genotyping Bead Chips and 
the linkage maps were conducted, ranging values of up to 3.1 cM /M b that exceed the 
conventionally IcM /M b assumed for the human genome as well as in domestic animals.
Significant effects on the palmitic fatty acid (Cl 6:0) percentage in intramuscular fat 
were detected for the probes ALGA00Ô6302, ASGA0054039, ASGA0054041 and 
ASGA0054044 in the association analysis performed with the genotypes of 978 SNPs 
presenting MAF>0.15.The first probe is located in the A C A C A  gene and the others in the 
Phosphatidylcholine Transfer Protein (PCTP) gene. The functions of both genes are related to 
fatty acid metabolism or lipid transport and PCTP maps close to the confidence interval 
(30.93-35.02 Mb) o f QTL, in the 26.95 Mb position. These results suggest that PCTP is a 
good functional and positional candidate gene. In addition, the association analysis results 
showed a significant effect of the H3GA0034898 probe on the arachidonic and Hnoleic 
ratio (C20:4/C18:2). This probe is located within the Arachidonate 12-lipoyygenase (AL0X12) 
gene. This gene codes arachidonate 12-lipoxigenase (12-LOX) protein that is involved in
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C20:4 to C l8:2 conversion pathway. This result provides evidences of its relevance as 
candidate functional gene.
The effect on the longisimus muscle gene expression o f the QTL genotype for the palmitic 
fatty acid content has been investigated in RC2 pigs using the Affymetrix gene expression 
microarrays. The main results showed expression differences in two SSCI2 genes, PCTP 
and TMEM97, with expression ratios between Qq and qq genotypes of 0.77 and 1.26, 
respectively. Both genes are involved in the lipid metabolism and map within the QTL 
confidence interval. Non relevant effects of the A C A C A  SNP ASGA0066302G>A  on 
gene expression were detected. The SNPs ASGA0054039T>C  and ASGA0034041A>G  
of the PCTP gene showed highly significant effects over its own gene expression, therefore 
PTCP should be considered the main positional and functional candidate gene underlying 
the QTL for palmitic fatty acid in intramuscular fat.
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1.1. LA PARADOJA DE LAS GRASAS ANIMALES
La percepcion que los consumidores de los paises occidentales tienen de les 
productos de origen animal integra varies elementos contradictorios. El mundo 
desarrollado se encuentra actualmente mediatizado por un canon magro en salud y estética, 
que pretende reducir drâsticamente nuestra ingesta de grasa -particularmente la procedente 
de alimentes de origen animal- favoreciendo el consume de productos light, bajos en 
calorias, grasas saturadas y colesterol. La étiqueta de insane afecta a alimentes bâsicos 
corne huevos, làcteos y productos càrnicos. En el case de estes ultimes, elle ha in fluide, 
junto a factores como la mejora del indice de transformacion del pienso, para que la 
producciôn ganadera y la industria hayan rectificado antiguas prâcticas, y se orienten desde 
hace arios a obtener carne y productos transformados con un minime de grasa visible.
Pero ademâs de les aspectos de los alimentes relacionados con la salud, los 
consumidores valoran también sus caracteristicas organolépticas, y son bien conocidas las 
quejas sobre la pérdida de calidad sensorial de la carne de polio o de cerdo. Esta 
disminucion de la calidad de carne es resultado del largo proceso de seleccion de estas 
especies para aumentar su eficiencia productiva, que ha originado la reduccion de su grasa 
corporal incluida la intramuscular (Lonergan et ai, 2001). Esta bien establecido que el 
sabor, jugosidad y terneza de la carne dependen en gran medida de la cantidad y calidad del 
contenido graso de la misma, determinado por sus principales componentes, los àcidos 
grasos de cadena larga, que afectan su grado de saturacion, estabilidad y aroma. Las 
caracteristicas de la grasa, localizada en tejido adiposo y en mûsculo, son cruciales para la 
calidad nutricional y sensorial de la carne y sus productos derivados (Webb y O'Neill,
2008).
El consumo excesivo de grasa animal se ha asociado a un aumento del riesgo de 
tumor colo-rectal, que sin embargo no se ha comprobado en el anâlisis conjunto de 13 
estudios epidemiolôgicos independientes (Lin et al, 2004). La asociacion entre grasas 
animales y enfermedades cardiovasculares ha sido ampliamente estudiada, lo que ha dado 
lugar a diferentes recomendaciones médicas desde la exclusion total de las grasas en la dicta 
a la admision de un consumo moderado. Pero el énfasis de los consejos dietéticos se ha 
desplazado cada vez mas desde la cantidad de grasa hacia su composiciôn. La grasa animal 
esta compuesta fundamentalmente por âcidos grasos saturados (SFA) y monoinsaturados 
(MUFA) présentés en los triglicéricos, siendo el mas abondante el âcido oleico [C18:l(n-9)] 
seguido por los àcidos palmitico (C l6:0) y esteàrico (Cl 8:0) (V^alsta et ai, 2005). Notese que 
los àcidos grasos se caractenzan por la longitud de la cadena de àtomos de carbono.
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generalmente de numéro par (16, 18, 20 o 22 son los de mayor significaciôn nutricional), y 
en el caso de los mono y poHinsaturados (PUFA) por la posicion del primer doble enlace 
respecto al metilo terminal (n-3, n-6 o n-9). Los saturados (SFA) con 14 o 16 carbonos 
(miristico y palmitico) aumentan el colesterol del plasma, mientras que e id e  18 carbonos 
(esteânco) es neutral y los insaturados (MUFA y PU FA) lo reducen y su consumo se asocia 
con un menor riesgo de enfermedades cardiovasculares (Lichtenstein, 2003).
Por ejemplo, entre las recomendaciones dietéticas de la American Health Association 
para reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares se incluye que el consumo total de 
grasa no supere el 30% de la ingesta energética, siendo el de SFA menor del 10% del aporte 
energético (Krauss et al, 2000). Por el contrario existe evidencia cientifica de que los àcidos 
grasos monoinsaturados (MUFA) reducen el riesgo de cardiopatias coronarias (Mente et al,
2009). La World Health Organicc t^ion (2003) recomienda un consumo de SFA inferior al 10% 
de la energia total de la dieta, de MUFA entre el 10-15% y de PUFA entre el 6 y 7,5% (n-6, 
5-8%; n-3, 1-2%) de la energia de la dieta. En cuanto a estos ûltimos, los nutricionistas 
subrayan la importancia del equilibrio n-6/ n-3, correspondiente a los PUFA que tienen 
como respectivos precursores el linoleico [C18:2(n-6)] y el a-linolénico [C18:3(n-3)]. Se 
aconseja que este cociente debe tener en la dieta humana valores comprendidos entre 4 y 6 
(jimenez-Colmenero et ai, 2010).
Aunque pueda ser favorable desde una perspectiva nutricional, un aumento 
excesivo del contenido en PUFA de los tejidos muscular y graso, résulta indeseable en 
cuanto a la calidad sensorial y tecnolôgica de la carne y los productos càrnicos. Segun 
(Lawrence y Fowler, 1997), un alto contenido en àcido linoleico [C18:2(n-6)] de la carne de 
cerdo es valorado negativamente por los consumidores. La degradaciôn de Hpidos, 
esencialmente por oxidacion de àcidos grasos insaturados libres (en especial MUFA) 
durante el procesado de productos càrnicos porcinos, lleva a la formacion de numerosos 
compuestos aromàücos volàtiles, algunos de los cuales contnbuyen posihvamente al aroma 
de los productos curados (Ruiz et al, 1999). Por el contrario, un excesivo contenido de 
PUFA puede dar lugar al enranciamiento de la grasa con olor y color indeseables, asi como 
a una disminucion de su consistencia asociada al cociente esteàrico/linoleico (Cava et al, 
1999).
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1.2. MODIFICAClÔN DE LA COMPOSICIÔN DE LA GRASA A TRAVÉS DE 
LA ALIMENTACIÔN
La estrategia mas utilizada para producir carne con un perfil de àcidos grasos mâs 
saludable es la alteracion del contenido en àcidos grasos de la racion de los animales, 
aumentando el porcentaje de MUFA o los cocientes PUFA/SFA o mejor n -3 / n-6 de la 
misma. Esta opcion ha sido ampliamente ensayada particularmente en aves y cerdos, siendo 
en principio menos efectiva en los rumiantes en los que los àcidos grasos insaturados de la 
dieta son ampliamente hidrogenados por los microorganismos del rumen (Webb y O'Neill, 
2008). Un ejemplo bien conocido es el sistema tradicional de engorde de cerdos ibéricos en 
montanera, basado en la ingesta de bellotas con màs de 6% de grasa de alto contenido de 
àcido oleico [Cl8:1 (n-9)] (>60%) y de hierba con alto contenido de a-linolénico [C18:3(n- 
3)], que se refleja en la composiciôn de la grasa corporal de los animales y sus productos 
(Lopez-Bote, 1998). Esta caracteristica ha sido la base del sistema oficial de verifîcaciôn del 
tipo de engorde de cerdos ibéricos que se ha venido utilizado hasta hace pocos anos.
Este sistema tradicional de engorde se ha intentado mimetizar en cerdos conûnados 
utilizando diferentes piensos ennquecidos en grasa insaturada. Inicialmente se utilizaron 
grasas vegetales con alto contenido de àcido linoleico (girasol, soja, maiz), que originan una 
grasa aûn màs insaturada que la obtenida en el sistema de montanera y con propiedades 
inadecuadas para la curaciôn de los productos: largo tiempo de curaciôn, producciôn de 
compuestos aromàticos indeseables como hexanal, pentanal, etc (Lopez et ai, 1992). 
Posteriormente se ensayaron piensos enriquecidos con MUFA, en especial oleico, 
mediante el uso de subproductos de almazaras (oleinas), manteca de cerdos ibéricos de 
montanera o girasol de alto contenido en oleico (Lopez-Bote, 1998). Esta ultima es la 
opciôn de enriquecimiento de la dieta màs estudiada en cerdos ibéricos y de otras razas, a 
veces en combinaciôn con el suministro de a-tocoferol (Ventanas et ai, 2007). La aplicaciôn 
de estas prâcticas no es siempre reproducible y es también objeto de controversia en cuanto 
a su incidencia en aspectos de la curaciôn de jamones (Jimenez-Colmenero et ai, 2010).
Es conveniente que los efectos de la dieta sobre la composiciôn de los tejidos 
animales se analicen conjuntamente con algunos efectos genéticos. Ovilo et al. (2010) 
(2010) compararon el efecto de dietas isocalôncas con diferente porcentaje de girasol de 
alto contenido en oleico (0 vs 6%) sobre la composiciôn lipidica y la expresiôn del gen S CD 
(A9 desaturasa) en grasa subcutànea dorsal y en el musculo longissimus de cerdos ibéncos. Se 
detectaron diferencias significativas entre ambos grupos en el perfil de àcidos grasos de la 
grasa subcutànea pero no en grasa intramuscular. Los resultados del anàlisis de expresiôn
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por PCR cuantitativa mostraron una gran estabilidad de la expresiôn del gen SCD en la 
grasa subcutànea, y una mayor transcripciôn en mûsculo en los cerdos alimentados con la 
dieta no enriquecida en àcido oleico. Dichos resultados indican que el control genético de 
la composiciôn lipidica pudiera ser distinto en tejidos magros y grasos.
1,3. MODIFICAClÔN DE LA COMPOSICIÔN DE LA GRASA A TRAVÉS DE 
lA  GENÉTICA
La magnitud del componente genético de la composiciôn de àcidos grasos ha sido 
analizada en las especies ganaderas màs importantes. En cerdos de tipo pesado, es 
conocido el efecto de la raza o cruce sobre la composiciôn de àcidos grasos de la grasa 
subcutànea en animales destinados a la producciôn de jamôn de Parma. Los tipos genéticos 
procedentes de cruces de Hneas seleccionadas tienen un mayor contenido de PUFA y 
menor de SFA que los animales obtenidos en criuces tradicionales Large White x Landrace 
(lo Fiego et ai, 2005). Asimismo, en la producciôn de animales cruzados Duroc x Ibénco la 
linea genética de la raza Duroc utilizada tiene una notable influencia sobre los porcentajes 
de SFA y MUFA en grasa subcutànea (Muhoz et ai, 2010).
En cuanto a la variaciôn genética dentro de raza, (Sellier y Monin, 1994) han 
revisado très estudios con valores medios de las heredabilidades de 0.58 para el àcido 
linoleico y 0.51 para el esteàrico, que sugieren que el contenido en los àcidos grasos tiene 
un fuerte componente genético. (Fernàndez et ai, 2003), a partir de un gran volumen de 
informaciôn registrada en cerdos ibéricos por la asociaciôn de ganaderos AECERIBER, 
han obtenido estimas de heredabilidad del porcentaje en grasa subcutànea de los cuatro 
àcidos grasos màs abondantes (palmitico, esteàrico, oleico y linoleico), asi como de sus 
correlaciones genéticas con el porcentaje de grasa intramuscular, el crecimiento diario y el 
rendimiento de jamones, paletas y lomos. Los valores de la heredabilidad de los àcidos 
grasos oscilan entre 0.29 y 0.41, siendo la heredabilidad del porcentaje de grasa 
intramuscular 0.25. Las correlaciones genéticas estimadas indican algun antagonismo 
genético entre el porcentaje de grasa intramuscular y el rendimiento de jamones y lomos y 
una correlaciôn positiva no deseable (r =0.31 a 0.57) del contenido en àcido linoleico con el 
rendimiento de las distintas piezas nobles. Estos resultados indican que, al menos a corto 
plazo, séria posible realizar un esquema de selecciôn efectivo para aumentar el porcentaje 
de piezas nobles en las canales de cerdo ibérico, que deberia priorizar la mejora del 
rendimiento en paletas ya que su bajo rendimiento es la principal limitaciôn de las canales
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de ibéricos puros. Sin embargo, a medio plazo, para evitar el posible deterioro de la calidad 
de carne, el objetivo del esquema de seleccion deberia modificarse para incorporar al 
objetivo de seleccion los contenidos de grasa intramuscular (GIM) y de àcido linoleico.
La revolucion genômica iniciada hace dos décadas ha permitido iniciar el estudio de 
la arquitectura genética de los caractères de interés econômico en las especies utilizadas en 
producciôn ganadera. El conocimiento de los genes y variantes génicas involucrados en la 
vanaciôn genética de la composiciôn de àcidos grasos serà de gran ayuda en el hituro 
diseho de nuevas tàcricas de selecciôn para estos caractères, y a corto plazo una util 
herramienta complementaria de la selecciôn porcina convencional.
Un gran numéro de loci con efecto sobre caractères cuantitativos (QTLs) ha sido 
identificado en los genomas de los principales animales domésticos. La detecciôn de QTLs 
consiste en la localizaciôn de regiones genômicas que contienen uno o màs genes que 
afectan a la vanaciôn de un caràcter cuantitativo (Andersson, 2001). Para Uevar a cabo esta 
aproximaciôn se asume que las lineas parentales son homocigotas para alelos alternativos 
del QTL y qq) y la progenie hibrida se compara en funciôn de los alelos recibidos de 
las Hneas parentales en las regiones genômicas de interés. El método se divide en dos pasos; 
1) Càlculo de la probabüidad de que un individuo tenga un determinado genotipo para el 
QTL en cada posiciôn anaHzada basada en el genotipo de los marcadores genotipados en la 
poblaciôn, y 2) Uso de estas probabiUdades para estimar la posiciôn del QTL y efectos del 
mismo. Los anàHsis normalmente se reaüzan estimando la presencia o ausencia del 
presunto QTL a intervalos de un cM, reteniendo la posiciôn màs significativa y la 
estimaciôn del efecto del QTL en ese punto. En cerdos, el PigQTLdb 
(h ttp ://  www.animalgenome.org/ cgi-bin/QTLdb/SS/index) contiene informaciôn de 
6.344 QTLs de 281 pubHcaciones cienüTicas y representando 593 caractères distintos.
Vanos de estos QTLs presentan efectos sobre el contenido de àcidos grasos en 
grasa subcutànea. El primero de ellos se detectô en la generaciôn F2 del cruce experimental 
Ibérico X Landrace objeto de la présente tesis doctoral. (Perez-Enciso et al., 2000) 
identifïcaron un QTL en el cromosoma 4 con un signifîcativo efecto sobre el contenido de 
àcido linoleico. (Clop et al, 2003) pubHcaron después los resultados del barrido genômico 
completo de este material, en el que detectaron ademàs QTLs en los cromosomas 8 (àcidos 
palmitico y palmitoleico), 10 (àcido miristico), y 12 (àcido Hnoleico). Posteriormente 
estudios reahzados por grupos de Corea y Japôn en otros cruces expérimentales han 
descrito QTLs con efectos sobre àcidos grasos en grasa subcutànea en los cromosomas 1, 
4, 5, 7, 9,15 y 17 (Kim et ai, 2006; Nii et ai, 2006).
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En los barridos genomicos Uevados a cabo con marcadores microsatélite, las 
regiones cromosomicas donde se localizan por primera vez los QTLs son generalmente 
grandes, por lo que es aconsejable disponer de una densidad mayor de marcadores y mapas 
en los que pueda delimitarse su posicion con mayor precision (Fan et ai, 2010). Este 
problema résulta especialmente grave en algunas regiones cromosomicas en las que no se 
dispone de marcadores microsatélites o estos no son informativos. En este sentido, las 
nuevas técnicas de secuenciacion del genoma porcino y genotipado a gran escala han 
generado decenas de miles de polimorfismos nucleotidicos (SNPs) distribuidos por to do s 
los cromosomas (SNPs) que facilitan el refinamiento de la localizaciôn de los QTLs. Los 
estudios de QTLs se continûan con la bûsqueda y selecciôn de genes candidates 
funcionales (funciôn bioquimica conocida y relacionada con el caràcter de interés) y/o 
posicionales (localizados en el intervalo de confianza del QTL) y posteriormente, en la 
detecciôn de polimorfismos dentro del gen. Los polimorfismos detectados y genotipados 
permiten realizar anàlisis de asociaciôn para establecer la relaciôn estadistica entre las 
medidas de los caractères a estudiar y el genotipo de los mismos. Sin embargo la 
identificaciôn de las mutaciones causales de los QTLs es un problema complejo en 
animales domésticos.
Los métodos que han tenido éxito en especies de animales modelo no son 
aplicables en animales domésticos por diversas causas (largos intervalos generacionales, 
dificultad de disponer de transgénicos y Hneas knock-out). Hay que recurrir a otros enfoques 
menos potentes para obtener evidencia a favor de la causaHdad de una mutaciôn en un gen 
candidato, Los màs comunes son la vaHdaciôn genética en distintas poblaciones del efecto 
atribuido a un poHmorfismo, y la vaHdaciôn funcional mediante la comparaciôn de las 
variantes genéticas en cuanto a su transcripciôn génica o funcionahdad de la proteina 
producto. No es sorprendente que solo dos mutaciones causales con efectos sobre 
caractères de interés productive hayan sido vaHdados hasta el momento en el genoma 
porcino: en los genes PRKAG3 del cromosoma 15 (caHdad de carne) e IGF2 en el 2 
(rendimiento magro).
1.4. ANTECEDENTES DIRECTOS DEL PRESENTE ESTUDIO
El présenté estudio se ha reaHzado en el marco del proyecto CPE03-010-C3 y del 
subproyecto AGL2008-04818-C03-03, en colaboraciôn con grupos de la Facultad de 
Veterinaria de la Universidad Autônoma de Barcelona y del IRTA-Lleida, a cargo de otros
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dos subproyectos coordinados. Los très grupos vienen cooperando desde 1996 en 
proyectos sucesivos en los que se han ido generando distintas generaciones del cruce 
experimental IBNL^P (Ibérico Guadyerbas x Landrace), y se han detectado numerosos 
QTLs, y asociaciones con mutaciones en distintos genes candidatos subyacentes, para 
caractères de crecimiento, con formacion, deposicion de grasa y metablismo lipidico. 
Actualmente se llevan a cabo diversos estudios de asociaciôn y funcionales en genes 
candidatos biolôgicos y posicionales relacionados con los QTLs para contenido de acidos 
grasos citados en el anterior apartado: genes de la familia Fatty acid binding proteins FABP4 y 
FABPS para el QTL del cromosoma 4, Microsomal tri^ceride tranter protein large subunit 
(MTTP) como gen candidato para el QTL del cromosoma 8, y Long chain aglCoA syntethase 
4 (ACSLA) seleccionado como gen candidato para un QTL en el cromosoma X, con efecto 
sobre el porcentaje de grasa intramuscular.
En este contexto se plantearon los objetivos de esta tesis doctoral, a partir de los 
resultados de un estudio previo orientado especificamente a la detecciôn en el material 
IBMAP de QTLs en el SSCI2 para composiciôn de acidos grasos de la grasa subcutànea y 
el anàlisis de asociaciôn de polimorfismos en genes candidatos (Murioz et ai, 2007). Un 
nuevo anàlisis de ligamiento basado en 10 marcadores genéticos permitiô identificar dos 
QTL. El primer QTL con efectos sobre los porcentajes de los àcidos miristico (C l4:0), 
palmitico (C l6:0) y gadoleico [C20:l, n-9]. El segundo QTL afecta a los porcentajes de 
palmitoleico [Cl6:1, n-9], esteàrico (C l8:0) y vaccénico [C l8:1, n-7] (Figura 1).
Figura 1. Perfiles de la razôn de verosimilitud en el SSCI2 obtenidos en el trabajo de 
Murioz et al. (2007)
FASN GH
\G risdco  C14:0 (11 cM)
Palm idco Cl6:0 (20 cM) 
(iadolcü:o('20:l (n-9) (33 cM) 
L ongitud de cadena m edia (18 cM )
Palmitoleico C16:l (n-9) (73 cM)
Lsirurico (M8:0 (76 cM)  
Vaccénico C18:1 (n-7) (75 cM)
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Estos resultados justificaron el estudio de los siguientes genes como candidatos 
posicionales y funcionales.
Fatty acid synthase (FASN). Este gen codifica para una enzima multifuncional 
que es la principal responsable de la biosintesis de novo de âcidos grasos.
• Gastric inhibitotypolypeptide (GIF). Este gen codifica para hormona que pertenece 
a la superfamilia del glucagon. La funciôn de esta es mantener la homeostasis de 
la glucosa como un potente estimulador de la secreciôn de la insulina jugando 
un papel pnncipal en la acumulaciôn de grasa en los tejidos adiposos.
* Acetil-Coencyme A  carbo>yiase alpha (ACACA). Este gen codifica para una enzima 
limitante en la biosintesis de âcidos grasos que cataliza la carboxilaciôn de la 
acetil-CoA a malonil-CoA.
Pese a haberse identificado très polimorfismos del gen F A SN  que daban lugar a 
cambios aminoacidicos, el anâlisis de este gen como candidato al primer QTL résulté 
fallido. Los anâlisis de asociaciôn de posibles mutaciones subyacentes al segundo QTL 
mostraron efectos signifîcativo s de signo opuesto del polimorfismo GIP: c.77A>G sobre 
los âcidos palmitoleico y esteàrico. Asimismo se detectaron efectos significativos y de 
distinto signo del polimorfismo AC AC A: c.5634T>C sobre el acido esteàrico y sobre los 
monoinsaturados palmitoleico y vaccénico. En el trabajo actual nos propusimos la 
profundizaciôn de este estudio a partir de la obtenciôn de nuevas generaciones del cruce 
experimental y la utilizaciôn de nuevas técnicas de genotipado masivo que permiten 
disponer de un map a cromosômico de alta densidad, y de anâlisis de expresiôn génica 
mediante microarrays, que ofrecen la posibilidad de identificar nuevos genes candidatos.
1.5. GENÔMICA EN ANIMALES DOMÉSTICOS
El desarrollo del proyecto de secuenciaciôn del genoma humano ha impulsado el 
desarrollo de nuevas técnicas y metodologfas genômicas que han sido transferidas a 
estudios genômico s en animales domésticos (Goddard y Hayes, 2009). Las técnicas de 
secuenciaciôn masiva permiten la secuenciaciôn de genomas enteros mediante très pasos: 
fragmentaciôn del genoma en secuencias cortas, lectura de estas secuencias y uniôn de las 
mismas a partir de un genoma de referencia. Actualmente, existe una amplia oferta 
comercial de plataformas que permiten Uevar a cabo esta técnica, pero todas eUas tienen en 
comùn esta metodologia (Metzker, 2010). Estas técnicas estân siendo aplicadas en la
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finalizacion de la secuenciaciôn del genoma porcino asi como el de otras especies 
domésticas.
Tabla 1.1. Tabla extraida de (Fan et al, 2010). Chips de SNPs de Illumina desarrolados hasta 
el momento para los animales domésticos mâs importantes. El intervalo es la distancia 
media entre SNPs y MAF, la frecuencia minima del alelo menor media medida en 
diferentes poblaciones
Especies Chip
SNPs
SNPs
m apeados
Intervalo
(kb)
MAF Estado
Acceso Ubre
GalUna Diversos* - - - - con
restricciones
Perro CanineSNP20 22,362
22.000
(CanFam2.0)
125 0.27
Comercialmente
disponible
Perro CanineHD 170,000
170.000
(CanFam2.0)
14.30 0.23
Comercialmente
disponible
\"acuno BovineSNPSO 54,001
52,255
(Btau4.0)
51.50 0.25 En desarroUo
Vacuno BovineHD >500,000 - - - En desarroUo
X’^ acuno Bovine3K** 3,000
3.000
(Btau4.0)
- 0.21
Comercialmente
disponible
Caballo EquineSNP50 54,602
54.602
(EquCab2.0)
43.20 -
Comercialmente
disponible
Cerdo PorcineSNPôO 64,232
55.446
(SscrofaO)
40.70 0.27
Comercialmente
disponible
Oveja OmneSNP50 54,241 - 46 0.30
Comercialmente
disponible
* Diverses chips constxuidos, incluyendo uno de 60K.
** SNPs seleccionados del chip B o m e S N P )0  enfocados a la potencial selecciôn de vacuno de leche
A partir de los datos generado s de la secuenciaciôn de los genomas completos 
Uevados a cabo hasta el momento se han desarroUado plataformas o chips de SNP de alta 
densidad en diferentes especies domésticas. En la tabla 1.1 se muestra una recopUaciôn de 
estos chips. Los miUares de genotipos generados con esta técnica permiten abordar los 
estudios genéticos en animales domésticos con un volumen de informaciôn genotipica 
impensable hasta el momento. La apUcaciôn mâs popular de estas técnicas de genotipado 
masivo es la denominada Selecciôn Genômica que ofrece nuevas expectativas a los 
sistemas de selecciôn convencional (Meuwissen et ai, 2001). En esta tesis hemos utiUzado 
los cientos de genotipos obtenidos con una de estas plataformas a la obtenciôn de un 
nuevo mapa de Ugamiento del cromosoma 12 porcino, a la detecciôn de QTLs para âcidos
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grasos en grasa intramuscular con un enfoque clâsko y asimismo a la realizacion de un 
estudio de asociacion a nivel cromosômico.
Los estudios de asociaciôn genômica (GWAS) se han aplicado en humanos, para la 
detecciôn de factores genéticos relacionados con ciertas enfermedades. En especies 
domésticas, no son muchos los estudios de asociaciôn genômica publicados hasta la fecha 
(Duijvesteijn et ai, 2010; Gorbach et ai, 2010), debido probablemente a la redente saUda al 
mercado de los chips de alta densidad. Sin embargo, en los ûltimos congresos 
internacionales celebrados entre especialistas de genética y mejora de animales domésticos, 
como la 32 Conferencia de la International Society for Animal Genetics (Hdimburgo, 26-30 Julio
2010) o el 9° Congreso Mundial de Genética Aplicada a la Producciôn Animal (Leizpig, 1-6 
Ago s to de 2010) se han presentado diversos estudios de asociaciôn a nivel genômico en las 
especies domésticas de mayor importancia econômica.
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2. OBJETIVOS
El objetivo general de la tesis consiste en una profundizaciôn de los factores 
genéticos localizados en el cromosoma 12 porcino, implicados en la variaciôn de la 
composiciôn de âcidos grasos de las grasas subcutànea e intramuscular. Para Uevar a cabo 
este objetivo general se acometieron los siguientes objetivos parciales:
1. Confirmaciôn de los QTLs para la composiciôn de âcidos grasos de la grasa 
dorsal previamente detectados en este cromosoma en la generaciôn F, de un 
cruce experimental Ibérico x Landrace (IBMAP), mediante la reaUzaciôn de un 
nuevo anâlisis incluyendo nuevos marcadores.
2. Caracterizaciôn del ADNc de los genes candidatosMCOX/, A C L Y  y SREBF1 
con funclones relacionadas con el metaboUsmo de âcidos grasos que puedan 
expUcar los efectos genéticos citados sobre la composiciôn de la grasa dorsal. 
Detecciôn y genotipado de poUmorfîsmos en los citados genes y en regiones 
reguladoras del gen A C A C A  expUcativos de los mismos efectos. Asociaciôn 
con el contenido de âcidos grasos en grasa subcutànea y validaciôn de los 
resultados significativos mediante estudios en otras poblaciones.
3. Detecciôn de QTLs con efecto sobre la composiciôn de âcidos grasos de la 
grasa intramuscular, en las generaciones F3 y retrocruces del IBMAP, mediante 
una aproximaciôn clâsica utiUzando genotipos obtenidos con la plataforma 
PorcineSNPôO Genotyping BeadChip.
4. ReaUzaciôn de un estudio de asociaciôn a nivel cromosômico para los mismos 
caractères utiUzando los anteriores datos de genotipado de SNPs locaUzados en 
el cromosoma 12.
5. Estudio de los efectos sobre la expresiôn génica en mûsculo longissimus de los 
SNPs sigmficativamente asociados con el contenidos de âcidos grasos en grasa 
intramuscular.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. M ATERIAL ANIM AL
3.1.1. Cruce Ibérico x Landrace
El cruce experimental Ibérico x Landrace (IBMAP), fue desarrollado a partir de la 
linea Guadyerbas de cerdos ibéricos (Dehesôn del Encinar, Toledo) y de una linea 
Landrace. La linea Guadyerbas représenta al tipo negro lampino de la Vega del Guadiana y 
se caracteriza por tener una composiciôn corporal extremadamente grasa y elevada 
consanguinidad (Toro et ai, 2000). La Hnea Landrace usada es una linea maternai, magra, 
no consanguinea y procédé de la granja experimental Nova Genética SA (Solsona, Lleida). 
Estas dos lineas son extremadamente divergentes para caractères relacionadas con la 
calidad de carne como grasa intramuscular, espesor de grasa dorsal y crecimiento (Serra et 
al., 1998) haciendo que el cruce entre ambas sea un excelente matenal para el estudio de la 
base genética de caractères de calidad de carne. A lo largo de los arios sucesivos se 
obtuvieron distintos cruzamientos (Figura 3.1) entre estas Hneas y sus progenies (Fl, F2, 
F3, RCl y RC2).
Figura 3.1. Cruce Ibérico x Landrace
S  Ibérico $ Landrace
Fl (î F2 X 2 Landrace (RCl)
J' Fl X 2 Landrace (RC2)
F2 I Z )  F 2xF 2(F 3)
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3.1.1.1. Generaciôn F2
Inicialmente, très machos Ibéricos de la linea Guadyerbas fiieron cruzados con 30 
reproductoras de la raza Landrace. Posteriormente, seis machos y 64 hembras de la 
generaciôn Fl fueron cruzados para producir la generaciôn F2. La obtenciôn de la linea, 
rasgos del pedigri, manejo de los animales y sacrificio de los mismos fueron descritos en 
Ovilo et aL (2000) y Pérez-Enciso et al. (2000). Los animales F2 con registros de 
composiciôn de âcidos grasos en grasa subcutànea fueron 403. En la tabla 3.1 se muestra 
un resumen de los principales estadisticos de los caractères analizados en el présenté 
trabajo.
Tabla 3.1. Estadisticos de los caractères analizados en la generaciôn F2. Los porcentajes de 
âcidos grasos corresponden a grasa subcutànea.
Caràcter M edia
Desviaciôn
dpica
Miîiimo M âximo
Peso canal. Kg 74.69 10.21 41.80 107.10
GRIN, % 1.43 0.62 0.36 4.15
C14:0, % 1.51 0.17 0.83 2.12
C16:0, % 21.04 1.41 16.61 25.22
C16:l (n-9), % 2.51 0.40 1.54 4.07
Cl 8:0, % 10.93 1.29 7.85 25.41
C18-1 (n-9), % 44.42 1.83 37.80 50.33
ClBil (n-7), % 3.01 0.37 2.40 5.84
Cl 8:2 (n-6), % 14.03 1.66 9.37 18.79
Cl 8:3 (n-3), % 1.08 0.18 0.10 2.23
C20:l (n-9), % 0.85 0.20 0.22 2.29
C20:2 (n-6), % 0.62 0.16 0.12 0.19
ACL 17.50 0.04 17.40 17.70
DBI 0.83 0.03 0.68 0.93
UI 2.50 0.24 1.50 3.25
PI 18.07 1.89 12.75 23.60
Donde GRIN es el porcentaje de grasa intramuscular determinada por 
espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS) en una muestra de mûsculo longissimus
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lumborum. En una muestra de grasa dorsal tomada a la altura de la 3-4 costilla se déterminé 
la composiciôn de âcidos grasos mediante cromatografîa de gases. Los âcidos grasos 
medidos fueron; miristico (C l4:0), palmitico (C l6:0), palmitoleico [C16:l (n-9], esteàrico 
(C l8:0), oleico [C l8:1 (n-9], vaccénico [C18:l (n-7)], linoleico [C l8:2 (n-6)], Hnolénico 
[C l8:3 (n-3)], gadoleico [C20:l (n-9)] y eicosadienoico [C20:2 (n-6)]. Ademâs, cuatro indices 
metabôlicos fueron calculados como se describe en Pamplona et al. (1998): longitud media 
de la cadena (ACL), indice de dobles enlaces (DBI), indice de insaturaciôn (UI) e indice de 
peroxidabilidad (PI).
3.1.1.2. Otras generaciones del cruce IBMAP: F3, Retrocuce 1 y Retrocruce 2
A partir del apareamiento entre très verracos y 15 hembras F2 se generaron 56 
animales F3 y del apareamiento entre cuatro verracos F2 con 22 hembras Landrace résulté 
un primer retrocuce (RCl) con 79 individuos con registros disponibles. Los animales de la 
F2 elegidos como reproductores eran una muestra representativa de la poblaciôn F2. 
Posteriormente, un segundo retrocruce (RC2) compuesto por 144 individuos fue generado 
a partir de la inseminaciôn de 25 hembras Landrace con semen congelado de cinco 
verracos F l. El engorde de estos animales se realizô en una granja comercial aunque con 
un manejo similar al de la citada granja experimental Nova Genética SA. Los sacrificios se 
reaüzaron en très lotes en la F3, dos lotes en el RCl y très lotes en el RC2, en diferentes 
mataderos y salas de despiece.
En la tabla 3.2 se muestra un resumen de los registros fenotipicos analizados en 
estas très poblaciones. Se realizaron cuatro pesadas desde el nacimiento hasta el sacrificio 
de los mismos en el caso de las generaciones F3 y RCl y siete en el caso de la generaciôn 
RC2. El perfil de âcidos grasos, en este caso, fue analizado mediante cromatografîa de gases 
en una muestra de grasa intramuscular obtenida de mûsculo longissimus dorsi. Se analizaron 
los mismos âcidos grasos que en la F2 y ademâs se midieron, ademâs del otro isômero del 
palmitoleico [Cl6:1 (n-7)] los âcidos margârico (C l7:0), heptadecenoico (C17:l), gadoleico 
(C20:l), eicosatrineoico [C20:3 (n-6)] y araquidônico (C20:4). Por otro lado, ademâs de los 
indices metabôlicos calculados en la F2, se calcularon los indices: porcentaje de âcidos 
grasos saturados (SFA), porcentaje de âcidos grasos monoinsaturados (MUFA), porcentaje 
de âcidos grasos poliinsaturados (PUFA), proporciôn de âcidos grasos monoinsaturados 
frente a saturados (MUFA/SFA), proporciôn de âcidos grasos poHinsaturados frente a
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saturados (PUFA/SFA) e indice de conversion de âcido linoleico en âcido araquidônico 
(C20:4/C18:2).
Tabla 3.2. Estadisticos de los caractères analizados en las generaciones F3, RCl y RC2. Los 
porcentajes de âcidos grasos corresponden a grasa intramuscular (GRIN).
Caràcter M edia
Desviaciôn
tipica
M inimo M àximo
Peso canal, Kg 74.41 11.10 43.60 105.61
GRIN 1.52 0.80 0.28 4.50
C14:0, % 1.19 0.18 0.76 1.86
C l6:0, % 22.66 1.55 18.75 28.32
C16:l (n-9), % 0.36 0.09 0.06 1.04
C16:l (n-7), % 2.55 0.54 0.32 4.31
C17:0,% 0.25 0.07 0.12 0.59
C17:l,% 0.46 0.51 0.00 2.43
C l8:0, % 13.52 1.38 2.05 17.15
Cl 8:1 (n-9), % 37.29 4.03 28.20 45.78
Cl 8:1 (n-7), % 3.79 0.39 0.34 4.84
C l8:2, % 12.27 3.14 6.24 20.54
C18:3 (n-3), % 0.61 0.23 0.22 2.64
C20:0, % 0.23 0.12 0.01 1.42
C 20:l,% 0.70 0.19 0.00 1.18
C20:2, % 0.46 0.26 0.00 4.18
C20:3 (n-6), % 0.47 0.39 0.00 5.36
C20:4, % 2.55 1.55 0.00 7.00
ACL 17.40 0.20 16.57 19.72
PI 26.27 9.42 10.37 52.38
DBI 0.84 0.09 0.67 1.09
UI 2.24 0.35 1.56 3.24
SFA 37.84 2.07 29.73 44.16
MUFA 45.11 4.30 34.19 53.97
PUFA 16.39 4.79 7.81 28.72
MUFA/SFA 1.19 0.11 0.92 1.77
PUFA/SFA 0.44 0.15 0.19 0.86
C20:4/C18:2 0.20 0.08 0.01 0.37
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3.1.2. Poblaciones comerciales
Por ultimo se ha dispues to de informaciôn generada en un nûcleo de selecciôn de 
cerdas ibéiicas puras propiedad de una empresa comercial. Previamente se descartaron 
aquellas reproductoras ibéricas portadoras de alelos de los genes IGF2 y MC1R, 
indicadores de introgresiôn de genotipos forâneos. Se analizaron dos ensayos.
3.1.2.1. Ensayo 1; Ibérico x  Ibérico: A  partir del apareamiento entre 11 verracos y 63 
hembras se generaron 174 animales Ibéncos puros. La genealogia de estos animales fue 
controlada y se identifïcaron los animales al destete alrededor de los 28 dias de edad, 
mediante la implantaciôn de dispositivos electrônicos inyectables colocados en la cavidad 
abdominal. Los animales fueron trasladados y manejados hasta su sacrifico en el Centro de 
Pruebas de Porcino del ITACyL (HontalbiUa, Segovia), donde se controlaron sus 
rendimientos producdvos (crecimiento, consumo, indice de conversiôn, espesor de tocino 
dorsal y are a de lomo) hasta el sacrificio. Los sacrificios fueron reahzados en cuatro lotes. 
La toma de datos de estudio de la canal y perfil de âcidos grasos fue reafizada en la 
Estaciôn Tecnolôgica de la Carne de Guijuelo del ITACyL (Guijuelo, Salamanca). Se midiô 
el peso de las canales que tuvo una media de 112.86 ±10.81 Kg. En la tabla 3.3 se resumen 
los registros fenotipicos anahzados. El perfil de âcidos grasos fue anahzado mediante 
cromatografîa de gases en una muestra de 300 g de mûsculo longissimus dorsii cogido a la 
altura de la ûltima costilla de la canal en el total de los individuos y en la grasa subcutànea 
de la parte posterior de este mûsculo, en un grupo de 108. Nôtese que se anahzô un mayor 
nûmero de âcidos grasos en grasa intramuscular que en subcutànea. Ademâs de vanos 
âcidos grasos anafizados en el cruce IBMAP se midieron los siguientes âcidos: âcido 
câpnco (C l0:0), âcido butirico (C12:0), âcido docosahexaenoico [C22:4 (n-6)] y âcido 
docosapentaenoico [C22:5 (n-3)].
3.1.2.1. Ensayo 2: Duroc x  Ibérico: Ocho verracos de la raza Duroc fueron elegidos 
de un total de 18 machos en base a la heterocigosidad de sus genotipos para los genes 
MC4K, LEPR  e IGF2. Estos verracos se cruzaron con 31 hembras Ibéricas puras para 
producir un total de 117 cerdos. La genealogia de estos animales fue controlada y se 
identifïcaron los animales al destete alrededor de los 28 dias de edad, mediante la 
implantaciôn de dispositivos electrônicos inyectables colocados en la cavidad abdominal. Al 
igual que en la poblaciôn 1, los animales fueron manejados hasta su sacrificio en el Centro
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de Pruebas de Porcino del ITACyL (HontalbiUa, Segovia) controlândose sus rendimientos 
productivos (crecimiento, consumo, indice de conversion, espesor de tocino dorsal y àrea 
de lomo) hasta el sacrificio.
Tabla 3.3. Perfil de àcidos grasos analizado en grasa subcutànea e intramuscular en animales 
ibéricos puros del ensayo 1.
Caràcter
Grasa subcutànea 
M edia Desv. tipica
Grasa intram uscular 
M edia Desv. tipica
ClOiO - - 0.11 0.02
C12:0 0.07 0.01 0.09 0.09
Cl 4:0 1.32 0.14 1.48 0.15
C16:0 22.93 1.47 25.82 2.09
C16:l 2.39 0.36 4.32 0.61
C17:0 0.30 0.08 0.13 0.05
C17:l 0.29 0.09 0.17 0.06
C18:0 11.17 1.28 11.27 1.30
C18:l (n-9) 50.95 1.89 46.66 2.24
C18:l (n-7) - 4.47 0.53
C l8:2 (n-6) 8.30 0.53 3.59 0.60
C l8:3 (n-3) 0.51 0.04 0.19 0.04
C l8:2 (n-7) - - 0.07 0.01
C20:0 0.22 0.03 0.18 0.02
C20:l (n-9) 1.54 0.27 0.89 0.14
C20:3 - - 0.07 0.01
C20:4 (n-6) - - 0.35 0.10
C22:4 (n-6) - - 0.08 0.02
C22:5 (n-3) - - 0.07 0.02
SFA 35.87 2.39 39.10 3.32
MUFA 55.30 2.10 56.50 3.10
PUFA 8.83 0.57 4.40 0.71
Para la toma del peso al sacrificio se utilizaron las instalaciones de Julian Martin S.L. 
en el matadero de Mozarbez (Salamanca) y el anâlisis del perfil de âcidos grasos se llevô a 
cabo en la Estaciôn Tecnolôgica de la Carne de Guijuelo del ITACyL. Los sacrificios
23
3 . MATERIALES YMÉTODOS
fueron realizados en un ûnico lote. El peso de la canal fue de 127 kg (ES = +12.04) El 
perfïl de âcidos grasos fue medido bajo las mismas condiciones que en la poblaciôn 1. Los 
âcidos grasos medidos tanto en gras a subcutànea como en grasa dorsal se muestran en la 
tabla 3.4.
Tabla 3.4. Perfïl de âcidos grasos analizado en grasa subcutànea e intramuscular en cerdos 
Duroc X Ibérico del ensayo 2.
G rasa Subcutànea Grasa In tram uscular
Carâcter M edia Desv. tip ica M edia Desv. tipica
C10:0 - - 0.10 0.01
C12:0 0.08 0.09 0.08 0.01
C14:0 1.41 0.09 1.45 0.12
C16:0 23.60 0.81 25.51 1.58
C16:l 2.62 0.32 3.92 0.55
C17:0 0.23 0.04 0.11 0.02
C17:l 0.24 0.04 0.13 0.03
C18:0 10.66 0.95 11.68 1.23
Cl 8:1 (n-9) 49.84 1.31 46.25 1.62
C18:l (n-7) - - 4.20 0.49
C18:2(n-6) 9.46 0.88 4.54 0.77
C18:2(n-3) 0.70 0.07 0.25 0.04
C l8:3 (n-7) - - 0.09 0.01
C20:0 0.20 0.03 0.19 0.02
C2G;1 (n-9) 0.95 0.11 0.79 0.08
C20.3 - - 0.08 0.02
C20:4 (n-6) - - 0.46 0.17
C22:4 (n-6) - - 0.08 0.02
C22:5 (n-3) - - 0.09 0.02
SFA 36.19 1.64 39.12 2.77
MUFA 53.65 1.48 55.29 238
PUFA 10.16 0.95 5.59 1.09
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3.1.3. M uestras biolôgicas
Se tomaron muestras de sangre en tubos con EDTA (Becton Dikinson Co, 
Franklin Lakes, NJ) de cada uno de los animales del cruce IBIvL\P asi como de los dos 
ensayos comerciales para una posterior extraccion de ADN.
En el caso de los individuos pertenecientes al RC2 se obtuvieron muestras de 
diversos tejidos biologicos: hipotâlamo, bipoGsis, hi'gado, grasa dorsal, musculo longissimus 
dorsi y diafragma. Estos tejidos fueron conservados en nitrogeno Ifquido (-196°C) en el 
matadero y después se almacenaron en congeladores a -80°C.
3.2. EXTRA CCIÔ N  D E ÂCIDOS N U C LEICO S
3.2.1. Extfacciôn de A D N
La extraccion se realizô a partir de 3 ml de sangre segûn un protocolo de extracciôn 
estândar (Sambrook et al., 1989). Se anadieron 6 ml de tampon de lisis (TKMl (10 mM 
TRIS HCl pH=7.6M, 10 nuM KCl IM, 10 mM MgCL IM, 2 mM EDTA 0.5 M pH=8) con 
Triton 2%). Después de mezclar por inversion se centrifugé a 1200 r.p.m a 4°C durante 7 
minutos. El sobrenadante fue descartado. Este paso se repitio dos veces pero solo 
anadiendo el TKM l. El sedimento fue resuspendido en 6 ml de tampon de lisis de células 
(400 miM NaCl, lOmM TRIS-HCl pH=8.5, 5mM EDTA, 0.2% SDS) con 300 pg de 
proteinasa K y 12 pg de ARNasa. La mezcla se incubé a 37“C con agitacién durante toda la 
noche para permitir la liberacién del ADN del nùcleo. Pasado este tiempo, el ADN fue 
precipitado con etanol absoluto (2.5 volümenes) y posteriormente lavado con etanol al 
80%, se mantuvo durante 15 minutos a -20°C y se centrifugé a 1200 rpm a una temperatura 
de 4°C durante 10 minutos. Después del centrifugado, se volvié a desechar el sobrenadante 
y el sedimento fue rehidratado con 300 pl de TE a pH =8 (TRIS 10 mM pH=8, EDTA 1 
mM pH=8).
Las muestras de ADN extraîdas fueron cargadas en un gel de agarosa al 0.8% en 
TBE que fue sometido a electroforesis con el fin de comprobar la integridad de las mismas. 
Posteriormente el ADN se cuantificé por espectofotometria mediante un NanoDrop ND- 
100 (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA). Las muestras fueron almacenadas a una 
temperatura de -20°C.
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3.2.2. E xtracciôn de ARN
Se realizaron extracciones de ARN total de hfgado, müsculo Longissimus dorsi y 
grasa dorsal a partir de muestras de entre 50-100 mg. Se utilizo el Kit™ RiboPure (Ambion, 
Applied Biosystems, Foster City, USA) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el 
fabricante.
El tejido se homogenizô en 1 ml de Tri Reagent con el homogeneizador workcenter 
modelo IKA-T 10 basic (TKA-WERKE, Staufen, Alemania). La mezcla se incubé durante 5 
minutos a temperatura ambiente y se reaUzé una centrifugacién a 12.000 g durante 10 
minutos a una temperatura de 4°C para eliminar el material insoluble de la mezcla. El 
sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo y se anadieron 200 pl de cloroformo, se 
mezclé por inversién y agitacién por vortex a velocidad maxima durante 15 segundos. La 
mezcla se incubé durante 5 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugé 
en las mismas condiciones que en el paso anterior. Como resultado la mezcla se séparé en 
très fases: una fase inferior de color rojo (orgânica), una interfase y una fase incolora 
superior que es la que con ténia en ARN. 400 pl de esta fase acuosa fueron transferidos a un 
nuevo tubo a los que se anadieron 200 pl de etanol al 100%, esta mezcla fue agitada 
mediante vortex a maxima velocidad durante 5 segundos para evitar la precipitacién del 
ARN. La mezcla se transfmé a una columna del kit de extraccién y fue centrifugada 
durante 30 segundos a temperatura ambiente a 12.000 g. Como resultado, el fluido pasé 
por la columna y el ARN quedé retenido en el filtro. La columna fue lavada dos veces con 
un tampén de lavado que con ténia etanol mediante dos centrifugaciones con las mismas 
condiciones que en el paso anterior. Una vez realizados los lavados, el ARN fue eluido en 
100 pl de tampén de elucién.
3.2.2.1. Determinacién de la cabdad del ARN y cuantificacién.
Al igual que el ADN, el ARN fiie cuantificado en un NanoDrop ND-100 
(NanoDrop Technologies, Wilmington, USA). Las muestras se somerieron a electro foresis 
en un gel de agarosa al 1.5% en TBE. Se desnaturaüzé 1 pl de ARN de cada una de las 
muestras con 5 pl de formamida a 65°C. La calidad de ARN obtenido fue estimado 
mediante la observacién de las intensidades relativas de las bandas correspondientes a los 
ARN nbosomales 28S y 18S (Figura 3.2). Se considéra una buena calidad cuando la relacién 
entre la intensidad de estas bandas es aproximadamente igual a 2.
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Figura 3.2. Gel de ARN
Por otro lado, para realizar estudios de expresiôn mediante PCR cuantitativa y microarrays 
es necesana una medida mâs précisa de la calida de las muestras para evitar la 
subestimacion del ARN expresado debido a su degradaciôn. Para elle las muestras fueron 
analizadas en un Bioanalizador ARN Nano 6000 Labchip kit mediante un Bioanalizador 
Agilent 2001 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) (Figura 3.3). Para ello, las muestras se 
cargan en un LabChip y se realiza una electroforesis a través de una red de canales en 
miniatura sobre un poHmero de cnstal, plâstico o siliceo. La muestra va pasando por estos 
canales y se va separando en diferentes componentes: ARN 28S, ARN 18S, ARN5S y 
ARN5’8S, ARN de transferencia y ARNs mensajeros. El resultado es procesado con el 
programa 2100 Expert Software v.B.02.05 generando una imagen que simula un gel de 
electroforeseis (Figura 3.3). En el présente trabajo se ban uulizado los chips Eukarioîe total 
R N A  Nam  Series II version 2.5.
Figura 3.3. A) Simulacion grâfica de un gel de electroforesis de agarosa reahzada con el 
programa 2100 Expert Software. B) Perfïl de absorbancia de la muestra numéro 1 de la 
figura 3.3.A. con los datos de calidad (RIN) y concentraciôn.
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El programa analiza las areas de los picos correspondientes a los ARNr 28S y 18S y 
calcula el ratio 28S/18S. Considerando las areas de los fragmentos de diferente tamano el 
programa calcula el A R N  Integrity Number (RIN) que cuantifica la integridad del ARN y 
cuyo valor mâximo es igual a 10. Todas las muestras utilizadas en este trabajo para los 
anâlisis de expresiôn génica mediante PCR cuantitativa mostraron un RIN entre 7 y 10.
3.3 ANÂLISIS MOLECULAR DE GENES CANDIDATOS
3.3.1. Caracterizacion, secuenciaciôn y bûsqueda de polimoriîsmos.
Se analizô la secuencia codificante de très genes candidatos: Acyl-Coent^me A  oxidase 
1 {ACOXI), A T P  citrate ^ase (A C L Y ) j Sterol regulatory element binding factor 1 (SREBF1) en 
dos animales Guadyerbas, dos Landraces; en el caso del gen SREBF1 se analizaron también 
dos individuos RC2.
A partir de 2 pg de ARN total se sintetizô el ADN copia en un volumen total de 20 
fjJ que conteni'a 200 ng de hexâmeros aleatorios, 500 pM de dNTPs, tampon SX “First 
Strand” (Invitrogen), 10 mM de DTT, 40 U de RNAsin (Promega) que actûa como 
inhibidor de ARNasas y 200 U de transcriptasa inversa SuperScnpt*''^ II (Invitrogen, Life 
Technologies). Las incubaciones se realizaron siguiendo el protocolo indicado por el 
fabricante (Invitrogen, Life Technologies) en un termociclador PTC-100 (MJ, Research, 
Waterton, MA).
Para poder amplificar la region codificante de los genes candidatos se realizô la 
bûsqueda de las secuencias codificantes en las bases de datos disponibles 
Tittp:/ / www.ncbi.nlm.nih.gov/ y http:/ / www.ensemble.orgA . A partir de las secuencias 
encontradas se diseharon las parejas de oligonucleôtidos para hacer las amplificaciones 
utilizando el programa QUICKPRI del paquete informatico Winstar. En el diseho de los 
oligonucleôtidos se tuvieron en cuenta los siguientes paràmetros: un tamano de 17-24 
bases, valores de Tm entre 48°C y 70°C y evitar la formaciôn de dimeros y horquillas 
superiores a 3 pb.
Las reacciones de amplificaciôn se llevaron a un volumen final de 25 pl 
conteniendo 2 pi de ADNc, tampôn estândar IX  (75mM Tris-HCl pH=), 50 mM KCl, 20 
mM (NHJ^^OJ, 0.2 mM de dNTPs, 0.5 pM de oligonucleôtidos y 0.5 U de polimerasa Tth 
(Biotools). La concentraciôn de MgCL fue optimizada para cada fragmento. Para la puesta 
a punto de la temperatura ôptima de hibridaciôn de cada reacciôn, fue utilizado un
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termociclador de gradiente PTC-200 (MJ, Research , Waterton, MA). El perfil térmico 
empleado consistia en un periodo de desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos, seguido 
de 40 ciclos a 94°C 30 segundos, 45 segundos a la temperatura de hibridaciôn espedfica de 
cada pareja de oligonucleôtidos y 45 segundos a 72°C con un periodo de elongaciôn final 
de 10 minutos a 72°C. El resto de las amplificaciones se llevaron a cabo en un 
termociclador automâtico PTC-100 (MJ Research, Waterton, MA).
Los productos de amplificaciôn fueron verificados mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 2.5% en TBE y posteriormente teiiidos en bromuro de etidio. Los geles se 
observaron en un transiluminador de luz ultravioleta (U\^ acoplado a un procesador de 
imâgenes (Gel Doc 2000, BIO-RAD) para ser visualizadas mediante el programa “Quantity 
One 4.3.0”. El tamano de los fragmentos amplificados se estimô mediante comparaciôn 
con un patrôn de tamano molecular (HyperLadder II 50-2000 pb, ECOGEN).
Los fragmentos amplificados fueron punficados. Esta purifîcaciôn se realizô 
directamente de la reacciôn de PCR cuando se obtuvo solo una banda. En el caso de 
observar en el gel de agarosa varias bandas inespeciTicas se realizô la purificaciôn cortando 
la banda de agarosa correspondiente al fragmento deseado y purificando la misma. En 
ambos casos se usô el kit de purificaciôn de Amershan Biosciencies (GFX PCR D N A  and 
Gel Band Purification kiî) siguiendo las instrucciones del fabricante y se eluyô el producto en 
30 pl de agua MiliQ. 1 pl de cada producto punficado fue cargado en geles de agarosa al 
2.5% en TBE con el objeto de comprobar la purificaciôn y para realizar una cuantificaciôn 
del mismo mediante comparaciôn con patrones de tamano molecular de concentraciôn 
conocida. Esta cuantificaciôn es necesana ya que para realizar la secuenciaciôn de 
productos de menos de 500 pb se requeria una concentraciôn de 10 pg/pl y para productos 
con tamano comprendido entre 500 y 100 pb se requerian concentraciones de 20 pg/pl.
Los productos purificados fueron secuenciados en ambas direcciones con el 3100 
BigDye® Terminator v3.1 Matnx Standard kit en un secuenciador multicapilar 3730 DNA 
Analyzer (Applied Biosystems) de los servicios de secuenciaciôn de la empresa Secugen 
(empresa spin-off del Centro de Investigaciones Biolôgicas, Madrid).
Las secuencias de los fragmentos amplificados fueron editadas mediante el 
programa EDITSEQ (WinStar). Una vez editados, los fragmentos fueron ensamblados 
para poder obtener las secuencias complétas de cada uno de los ADNc. Por ultimo, con el 
fin de detectar polimorfismos, las secuencias ensambladas de cada uno de los individuos se 
alinearon mediante el programa MEGALIGN (WinStar).
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Una vez detectados los polimorfismos se analizaron las posibles implicaciones 
biolôgicas que pueden tener estos cambios. En primer lugar se verified si estos cambios 
nucleotidicos producian cambio aminoaddico o por el contrario eran silentes. Si el cambio 
era en la secuencia de la proteina se analizô el posible efecto que podria tener en la funciôn 
de la misma mediante distintas herramientas bioinformaticas:
• SIFT {Sorting Intolerant From Tolerant  ^ sift.jcvi.org/ ) genera una predicciôn sobre el 
efecto que un cambio aminoaddico podria tener en la funciôn de la proteina 
mediante comparaciôn de las diferentes secuencias de una protdna disponibles en 
las bases de datos. En funciôn del efecto sobre la funciôn, estos cambios son 
clasificados como tolerados o no tolerados (Ng y Henikoff, 2006).
• SM \R T [Simple Modular Architecture Research Tool, smart.emb-heidelberg.de/) analiza 
si los cambios aminoaddicos detectados se encuentran en un dominio funcional de 
la proteina y si tienen algun efecto (Letunic et ai, 2006).
• PSIPRED {Protein Structure Prediction Server, bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) infiere si el 
cambio aminoaddico produce algun cambio de con formaciôn en la estructura 
secundaria de la proteina.
• RNA Secondary Structure Prediction (genebee.msu.su/services / rna2 reduced.htmlI 
infiere si los SNPs dan lugar a posibles cambios estructurales en la conformaciôn 
secundaria del RNA.
También se analizô el posible efecto que podrian tener las mutaciones silentes en la 
funciôn biolôgica mediante:
• TargetScan versiôn 5.1 (targetscan.org) predice si, en una secuencia problema, 
existen dianas de uniôn de micro ARNs (miARNs). Para eUo hace una bûsqueda de 
octâmeros, heptâmeros y hexâmeros conservados y no conservados que sean 
homôlogos a la regiôn de uniôn de cada micro ARN (Friedman et al, 2009).
• Pictar (pictar.mdc-berlin.de/) estâ basado en un algoritmo que posibilita la 
predicciôn de secuencias diana de mLARNs mediante el alineamiento de secuencias 
3’UTR ortôlogas y busca un set de mL\RNs coexpresados. Después mapea los 
sitios diana y los filtra segûn la energia libre predicha (Krek et al, 2005).
A pesar de que las herramientas asociadas a la bûsqueda de secuencias dianas de 
microARNs en los extremos 3’UTR de los genes estân basadas pnncipalmente en bases 
de datos de secuencias de humano, ratôn o vacuno entre otros, éstas pueden tenerse en 
cuenta debido a la elevada homologia de estas secuencias dianas y de los microARNs
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entre las especies anteriormente mencionadas. Estas dos herramientas tienen una 
funciôn similar, pero es mâs eficaz utilizar ambas y comparar los resultados obtenidos.
3.3.2. Genodpado de polimorfismos
La selecciôn de polimorfismos a genotipar se realizô combinando criterios de 
relevancia biolôgica y viabilidad técnica. Se dio preferencia a aquellos que originan cambio 
aminoacidico frente a los silentes, asi como a los localizados en posibles regiones 
reguladoras. La técnica bâsica de genotipado fiie la pirosecuenciaciôn^ " (Ronaghi, 2003), 
aunque la técnica de PCR-RFLP se utilizô para genotipar el polimorfismo AC AC A: 
g.48001 A>G
3.3.2.1. PCR-RFLP
Se disenô una pareja de oligonucleôtidos para amplificar mediante PCR un 
fragmento de 500 pb que contiene el polimorfismo A C A C A \ g.48001 A>G . Este 
polimorfismo genera dianas polimôrficas de restricciôn reconocidas por la enzima de 
restricciôn Msp\. Las reacciones de amplificaciôn fueron llevadas a un volumen final de 25 
pl (condiciones en apartado 3.3.1). Una vez realizada la amplificaciôn se llevaron a cabo las 
reacciones de digestiôn en un volumen final de 20 pl, conteniendo 5 pl de producto de la 
PCR, 10 U de la enzima Msp\ (New England Biolabs) y 2.5 pl de buffer de digestiôn lOX 
espedfico de la enzima (NEB 2). Estas reacciones fueron incubadas a 37®C durante toda la 
noche.
3.3.2.2. Pirosecuenciaciôn^'^
Esta técnica estâ basada en un principio de secuenciaciôn por sintesis mediante el 
U S O  de un complejo enzimâtico, se trata de una minisecuenciaciôn a tiempo real. En un 
primer paso se ampHfica por PCR la regiôn de interés que contiene el polimorfismo a 
genotipar. Para eUo se disena una pareja de oligonucleôtidos con el programa PSQ Assay 
Design (Biotage AB) versiôn 1.0.6, teniendo en cuenta que la longitud de los fragmentos 
amplificados no debe superar los 200 pb. Uno de los dos oligonucleôtidos empleados en la 
PCR debe estar marcado con biotina en el extremo 5’ para posibüitar el postenor 
aislamiento de fragmentos de cadena senciUa. Se desnaturalizan los fragmentos de PCR y se 
capturan las hebras marcadas con biotina mediante la utilizaciôn de es feras de sefarosa 
recubiertas por estreptavidina. En un segundo paso se produce la reacciôn de
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pirosecuendaciôn propiamente dicha, en donde se emplea un tercer oligonucleotido 
disenado conjuntamente con la pareja de cebadores utilizada en la reacciôn de 
amplificaciôn. El extremo 3’ de este oligonucleotido hibrida en una posiciôn adyacente al 
polimorfismo, a partir de la cual se produce la extensiôn de la secuencia mediante la acciôn 
de la polimerasa contenida en el complejo enzimâtico que cataliza la adiciôn de nucleôtidos 
de manera secuencial. En el mismo complejo estân présentes también las enzimas 
luciferasa, sulfurilasa y apirasa. Las dos primeras permiten convertir los productos 
generados durante la incorporaciôn de nucleôtidos (pirofosfato) en luz que es detectable 
por un dispositivo CCD y la apirasa dégrada el ATP y los nucleôtidos no incorporados. Los 
nucleôtidos se dispensan por separado y en un orden conocido y la detecciôn de la luz 
emitida permite inferir el numéro de nucleôtidos incorporados en la reacciôn de 
secuenciaciôn.
Figura 3.4. Ejemplo de pirograma
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La reacciôn de amplificaciôn se realizô en un volumen final de 25 |ul empleando las 
condiciones descritas en el apartado 3.3.1. Las reacciones de PCR se diluyeron con agua 
MiliQ autoclavada en un volumen final de 40 pl, la cantidad de reacciôn de PCR diluida 
variô en funciôn de la intensidad de la banda visualizada en el gel de agarosa. A esta 
diluciôn se anadiô 2 pl de Streptavidin Sepharosa^^' HP (Amersham Biosciencie) y 38 pl de 
tampôn de uniôn, pH=7. La mezcla se incubô a temperatura ambiente con agitaciôn 
durante 5 minutos para facilitar la uniôn de la sepharosa con los fragmentos biotinilados. 
Paralelamente se anadiô en una plaça de pirosecuendaciôn (Biotage) 12 pl de diluciôn de
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oligonucleotido de secuenciaciôn (3M) en tampôn de hibridaciôn (pH-7.6). Después se 
colocô la plaça con la PCR en la estaciôn de trabajo de vado y se filtrô la mezcla con el 
objetivo de retener y limpiar los fragmentos de cadena sencilla biotinilados. Posteriormente 
se mezclô el producto de PCR purificado con el oligonucleôtido diluido y se incubô a 80°C 
durante 2 minutos para favorecer la hibridaciôn.
La mezcla se introdujo en el pirosecuenciador donde se realizô la secuenciaciôn del 
fragmento. Como resultado el programa calcula las correlaciones entre los picos de luz y los 
nucleôtido anadidos en cada momento genera los correspondientes pirogramas donde se 
représenta la emisiôn de luz ermtida al ahadir cada nucleôtido y se puede distinguir el 
genotipo de cada muestra (Figura 3.4).
3.3.3. Detecciôn de posibles secuencias promotoras con herramientas 
bioinformâticas.
Se uulizaron distintas aplicaciones disponibles en la red con el objetivo de detectar 
secuencias con motivos de uniôn a factures de transcripciôn.
• TFFFAKCH.iJranscription Factor Search) - Se introduce la presunta secuencia 
promotora en la aplicaciôn y ésta realiza una bûsqueda de la misma en la base de 
datos TRANSFAC. Esta base de datos contienen secuencias reguladoras de ADN 
reguladora y factores de uniôn a las mismas. Al introducir la presunta secuencia 
regulatoria la aplicaciôn da in formaciôn diferente acerca de: los diferentes motivos de 
uniôn a factores de transcripciôn detectados en la secuencia introducida, una pequena 
explicaciôn de la funciôn del gen introducido, de la distribuciôn celular de los 
factores de transcnpciôn para los que se ha detectado motivos de uniô y las clases de 
los factores de transcripciôn (www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) 
(Heinemeyer et ai, 1998).
• Genomatix Software Suite. (Cartharius et ai, 2005) Se usô el môdulo Matinspector 
Release (Genomatix Software GmbH, München, Memania) Esta aplicaciôn utiliza 
una Hbreria de matrices descriptivas para lugares de uniôn a factores de transcripciôn 
para localizar posibles factores de transcripciôn dentro de la secuencia de ADN 
introducida en la aplicaciôn. Esta ademâs ofrece informaciôn acerca de los factores 
de transcripciôn, sitios de uniôn y dominios.
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3.4. PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL
3.4.1. Diseno de oligonucleôtidos
La técnica de PCR cuantitativa a tiempo real se empleô para cuantificar la expresiôn 
del gen A C A C A . Los oligonucleôtidos empleados en la técnica de cuantificaciôn por 
qPCR mediante S'^^R Green fueron disenados mediante el programa QUICKPRI del 
paquete Winstar. Previamente al diseno de los mismos se realizô un estudio pormenorizado 
del gen (numéro de exones y transcritos descritos) para determinar que regiones eran mâs 
adecuadas para amplificar en funciôn del trânscrito a detectar. También se tuvieron en 
cuenta otros aspectos como evitar regiones que pudiesen formar estructuras secundarias o 
largas repeticiones del mismo oligonucleôtido. Ademâs se realizô el diseno en regiones 
exclusivas del fragmento de interés y abarcando mâs de un exôn para evitar la amplificaciôn 
de ADN genômico residual. Por ultimo el tamano de los fragmentos amplificados variaba 
entre 100 a 400 pb.
Las secuencias utilizadas para el diseno de oligonucleôtidos fueron obtenidas de la 
base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fgciPdb-Nucleotide) y la 
informaciôn relativa a la estructura de los trânscntos de la base de datos Ensembl 
(www.ensembl.org/index.html).
3.4.2. Protocolo
En una primera etapa se realizaron PCRs convencionales con ADNc para verificar 
si las parejas de oligonucleôtidos amplificaban de manera espedfica y el tamano de los 
fragmentos correspondia al esperado. El ADNc fue sintetizado tal y como se describe en el 
apartado 3.3.1. Una vez comprobada la funcionalidad de los oligonucleôtidos se realizô la 
cuantificaciôn de los trânscritos en un termociclador MX3000P (Stratagene) usando SYBR 
Green mix de Takara. Las reacciones de PCR se llevaron a un volumen final de 20 pl que 
contenta 2.5 pl de ADNc (diluciôn 1/20), 10 pl de SYBR Green, 0.15 mM de cada 
oligonucleôtido y 0.4 pl del fluorôforo de referenda ROX que se utilizô como referencia 
interna para normalizar la emisiôn de fluorescencia propia de los podUos. El perfil térmico 
de la reacciôn de amplificaciôn consistia en un periodo de activaciôn de la polimerasa de 10 
minutos a 95°, seguido por 40 ciclos de 95° durante 15 segundos y 60° durante 1 minuto. 
La fluorescencia fue registrada al final de la etapa de 60° en cada uno de los 40 ciclos.
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Se incluyeron contrôles negativos y positivos para todos los genes testados. Ademâs 
se realizô una Curva de Disociaciôn del producto amplificado en cada reacciôn. Para ello se 
aplicô un gradiente creciente de temperaturas después de la reacciôn de la PCR y se 
monitorizô la cinética de disociaciôn de los fragmentos amplificados. La curva se obtuvo 
mediante la adiciôn de un ciclo de 95° durante 15 segundos, 60° durante 1 minuto y una 
rampa de temperatura con incrementos de 0.01°C/segundo hasta alcanzar los 95°C (Figura 
3.5). La curva de disociaciôn indica la temperatura de fusiôn de cada fragmento amplificado 
en la reacciôn. Al ser especifica para cada uno de ellos permite verificar si existe mâs de un 
fragmento amplificado en la reacciôn, analizar mutaciones puntuales e incluso observar la 
formaciôn de dimeros de oligonucleôtido.
Figura 3.5. Condiciones de amplificaciôn de la PCR cuantitativa en tiempo real. Los pasos 
senalados indican los momentos de la reacciôn en los que se mide la fluorescencia
stage 1 
Reps: [T
Stage 3 
Reps: h
96.0 95.0 95.0 95.0
10:00 0:15 0:15 0:15
60.0 60.0
1:00 1:00
J
1. Etapa de amplificaciôn 2. Rampa de disociaciôn
Antes de realizar las cuantificaciones de los trânscritos bay que optimizar la 
concentraciôn de los oligonucleôtidos de manera que produzcan el mâximo numéro de 
trânscritos y sin que no se formen dimeros de oligonucleôtido. Para ello se cuantificô un 
mismo ADNc utilizando diferentes concentraciones de oligos.
Las cuanti ficaciones se realizaron por triplicado para reducir al mâximo el error 
técnico del lâser. Los datos obtenidos se analizaron mediante el software MxPro 
(Stratagene) que permite calcular de manera automâtica la media de las réplicas y el Ciclo 
umbral (Ct) de las muestras teniendo en cuenta el fluorôforo de referencia.
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Figura 3.6. A). Curva de disociaciôn correcta. B). Curva de disociaciôn con amplificaciôn 
inespeciTica
A B
3.4.3 Curva estândar
Antes de cuantificar la expresiôn de un gen hay que valorar la eficiencia, 
sensibilidad y precisiôn de la PCR en el tejido a estudiar. Para realizar esta valoraciôn se 
hizo una diluciôn senada de ADNc con 4 puntos (1, 1/5, 1/25 y 1/125) y se cuantificô la 
expresiôn de los trânscritos. Posteriormente se representô en un grafico el logaritmo de la 
cantidad de molde frente a los valores Ct de las diluciones seriadas obteniéndose una Curva 
Estândar (Figura 3.7). Para incrementar la precisiôn las diluciones fueron analizadas por 
triplicado. La pendiente {m) de la Curva Estândar es utilizada para calcular la eficiencia de la 
reacciôn. Segun el manual de Stratagene los valores de m ôptimos deben estar 
comprendidos entre -3.1 y -3.6. Si la eficiencia fuese del 100% en cada uno de los ciclos la 
cantidad de molde deberia dupHcarse en cada ciclo debido a que la PCR es una reacciôn 
exponencial. Sin embargo la mayoria de las reacciones PCR no alcanzan la eficiencia 
ôptima y hay que usar un factor de correcciôn apropiado que no sobreestime la cantidad de 
ADNc de la que partdmos. Este factor denominado eficiencia de la reacciôn (E) se calcula 
como E = [10^'''"’^ ]-l(Wong y Medrano, 2005). Fueron aceptadas como vâlidas las 
eficiencias superiores al 85%.
36
3. MATERIALES Y MÉTODOS
Figura 3.7. Ejemplo de curva estândar de la reacciôn de PCR cuantitativa
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3.4.4. Obtenciôn de resultados
Para analizar los datos obtenidos se realizô un método de cuantificaciôn relativa 
utilizando el comparative Ct (Livak y Schmittgen, 2001). Este método se basa en un modelo 
matemâtico que calcula los cambios de expresiôn génica mediante la referencia relativa 
entre la muestra y el gen control. Este modelo contempla la inclusiôn de un factor de 
correcciôn para la eficiencia de la amplificaciôn. De tal manera que los Ct fueron 
transformados en cantidades relativizando la expresiôn de cada muestra de un gen al de 
mayor expresiôn (menor Ct) mediante la siguiente expresiôn:
Q  (can tid ad  de m o ld e )  =  10
_  ^ -A C t/pcndiente
Para aplicar la relativizaciôn se usô el programa geNorm 
fmedgen.ugent.be/ ~jvdesomp/ genorm/) (\^andesompele et ai, 2002). Esta herramienta 
toma como factor de normalizaciôn la media geométicra entre pares de genes controls que 
muestran un perfil de expresiôn similar, partiendo del pnncipio de que pares de genes que 
presenten patrones de expresiôn estables entre si, son genes control adecuados.
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3.4.5. Normalizaciôn de resultados
En este trabajo se han utilizado dos genes control para la normalizaciôn de 
resultados. Los genes seleccionados fueron, GAPDH  y el gen B2M, esta selecciôn se basô 
en una bûsqueda bibliogrâfica. Las secuencias de las parejas de oligonucleôtidos fueron 
obtenidas de Kuijk et ai (2007). En cada plaça de PCR, y para cada muestra problema, 
fueron amplificados por triplicado, tanto el gen problema como dos genes control. Se 
seleccionô el ciclo umbral en el punto en el que la pendiente de la PCR (m) es maxima y se 
tuvo en cuenta el mismo valor para todos los ensayos de un mismo gen problema. Ademâs, 
se incluyô un control positivo para poder comparar resultados de diferentes plaças.
Una vez se obtuvo el Ct de cada muestra, se calculé la cantidad relativa de molde 
(Q) de la muestra problema y de los genes control. Los datos de los control fueron 
utilizados para calcular un factor de normalizaciôn mediante el programa geNorm. Después 
de aplicar este factor se obtuvieron los datos de expresiôn normalizados.
3.4.6. Anâlisis estadisdco de resultados
Una vez normalizados los datos, se realizô un anâlisis de minimos cuadrados en el 
cual se testa la expresiôn de cada gen teniendo en cuenta très niveles de cada genotipo 
(homocigoto 1, homocigoto 2 y heterocigoto). Mediante esta técnica se analizô la expresiôn 
del gen A C A C A  en grasa dorsal en funciôn del genotipo de los polimorfismos A C A C A  
c.5634T>C y A C A C A  g. 48001 A>G, los datos de expresiôn fueron corregidos por el lote 
de sacnficio y por el sexo. Estos anâlisis fueron realizados con el paquete estadistico SAS.
3.5 GENOTIPADO A GRAN ESCALA
Para realizar el genotipado a gran escala se utilizô la plataforma comercial 
PomneSNPôO Genotyping BeadChip (Ramos et al, 2009) de Illumina (San Diego, USA). Este 
chip consiste en una plataforma sôlida en la que se encuentran inmovilizadas 64.232 sondas 
de una longitud aproximada de 50 bases que hibridarân con fragmentos del ADN 
genômico a genotipar con los que tengan una alta homologia (Figura 3.8). Mediante esta 
técnica se genotiparon 427 individuos que comprendian los individuos de las generaciones 
F3, RCl y RC2 y sus respectivos ascendientes procedentes de las generaciones FO, FI y F2.
Figura 3.8. Fotografia del PorcineSNPôO Genotyping BeadChip
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3.5.1. Cuantificaciôn, hibridaciôn y escaneado
El proceso de cuantificaciôn, hibridaciôn y escaneado se llevô a cabo en el Servicio 
Veterinario de Genéîica Molecular (Universitàt Autono ma de Barcelona, Spain). En primer 
lugar, la cuantificaciôn del ADN de las muestras problemas fue realizada mediante el 
protocolo Quant-iT^'^ (Invitrogen, Life Technologies), este método de cuantificaciôn es 
prefendo frente a los métodos tradicionales de absorbancia ultravioleta ya que es mâs 
preciso. La medida estâ basada en la emisiôn de fluorescencia de un fluorôforo que se une 
de manera espedfica a la molécula de ADN sin sufrir interferencia de nucleôtidos libres u 
otros contaminantes. La hibridaciôn se realizô siguiendo el protocolo estândar Infinium r 11 
Assay de Illumina (San Diego, USA) basado en la amplificaciôn del DNA y posterior 
fragmentaciôn por un proceso enzimâtico controlado que no requiere electroforesis en gel. 
A continuaciôn tiene lugar la hibridaciôn de las sondas correspondientes a cada uno de los 
SNPs en posiciôn adyacente al polimorfismo seguida de la uniôn espedfica de nucleôtidos 
marcados con fluorescencia Para llevar a cabo la hibridaciôn se utilizaron 750 ng de DNA 
genômico total. (Figura 3.9). Una vez hibndados, los chips fueron escaneados en el equipo 
Bead Station 500 (Figura 3.10).
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Figura 3.9. Protocolo Infiniumr 11 Assay de Illumina para el procedimiento de hibridaciôn y 
escaneado
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Figura 3.10. Fotografia del equipo de escaneado Bead Station 500
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3.5.2. Extfacciôn y procesamiento de datos de genotipado
Una vez escaneados los chips, el equipo genero archivos de intensidad de datos 
(*.idat), de los cuales se extraen los datos de genotipado. Para llevar a cabo este proceso se 
utilizo el programa GenomeStudio Genotyping Module (Illumina, San Diego, USA). Se filtraron 
aquellos SNPs que no superaban un Umbral de Llamadas (Gene Call Treshold) de 0.15 y se 
tuvo que tener en cuenta el Indice de Llamadas (Call Rate) de cada muestra de manera 
individual. Este indice depende del numéro de SNPs que se han podido clasificar en 
homocigotos y heterocigotos. Todas las muestras presentaron un Indice superior a 0.99.
Después de verificar la calidad del genotipado los datos fueron exportados en 
archivos *.csv. Posteriormente las sondas fueron anotadas segûn los datos publicados en la 
base de datos Ensembl (build9) fwww.ensembl.org/Sus scrofa/Info/Index). Del total de 
las sondas genotipadas se seleccionaron aquellas pertenecientes al SSCI2, mediante el 
programa PLINK (Purcell et al, 2007). Se seleccionaron aquellos SNPs que presentaron un 
porcentaje de genotipos faltantes inferior a 10% y en los que el alelo de menor frecuencia 
(îvlinor Allele Frequence, MAF) tenia una frecuencia superior a 0.05. Después de este 
filtrado se obtuvieron 1197 SNPs genotipados.
3.6. ANÂLISIS ESTADISTICOS
3.6.1. Mapeo de ligamiento
Los mapas de ligamiento se construyeron usando la opcion BUILD del programa 
CRIAL3P version 2.4 (Green et al, 1990). Esta opcion estâ basada en la funciôn de mapeo 
de Koshambi la cual se fûndamenta en la proporciôn de dobles sobrecruzamientos 
respecto de la distancia y ajusta estas distancias teniendo en cuenta el fenômeno de 
interferencia que postula que la probabilidad de que se produzca un sobrecruzamiento en 
un punto disminuye si ya se ha producido un sobrecruzamiento en el mismo segmento. Por 
lo tanto, el programa calcula la distancia entre loci [m) en funciôn de la frecuencia de 
recombinaciôn (r) mediante la ecuaciôn:
w= 1 /4  Ln (1+2/) -  Ln (1-2/)
Se construyeron très mapas de ligamiento diferentes:
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• Mapa 1: Construido a partir de datos de genotipado de 6 marcadores tipo
microsatélites (sOlOô, s0143, sa/874, sw1307, sn>r1021 y sîi>r1802) y de 7 SNPs
detectados en sus respectivos genes candidatos [ACACA, A C LY , AC O X, 
F ASN , GH, G lPy SREBF). Estos marcadores fueron genotipados en todas las 
generaciones del cruce IBMAP.
• Mapa 2: Construido a partir de los registros de los 6 microsatélites utilizados 
en la construccion del mapa 1, del SNP del gen candidato SREBF1 y los 
registros de 26 SNPs (ver Anejo) genotipados mediante el chip de SNPs 
PoraneSNPôO Beadchip (i'NP119, SNP196, SNF21?>, SNP350, SNP362, 
SNP370, SNP371, SNP377, SNP382, SNP457, SNP599, SNP613, SNP618,
SNP624, SNP635, SNP645, SNP673, SNP707, SNP796, SNP849, SNP904,
SNP960, SNP96S, SNP972, SNP974, y SNP975) . Se seleccionaron estos 26 
marcadores en funciôn de que ellos estuviesen distnbuidos de manera 
uniforme a lo largo del SSCI2 porcino y que presentasen una MAF>0.30. 
Estos marcadores fueron genotipados en las generaciones F3, RCl y RC2.
• Mapa 3. Construido con 50 de los 489 marcadores del chip de SNPs
PoraneSNPôO Beadchip seleccionados para realizar la detecciôn de QTLs debido
a que la versiôn 2.4 del programa CRI-\L\P no permitia utilizar un numéro tan 
elevado de marcadores. [SNP\, SNP4\, SNP51, SNP6\, SNP71, SNP91, 
SNPIOI, SNP141, SNP151, SNP161, SNP171, SNP191, SNP211, SNP231,
SNP251, SNP301, SNP231, SNP251, SNP301, SNP321, SNP371, SNP381,
SNP391, SNP401, SNP431, SNP441, SNP451, SNP471, SNP561, SNP601,
SNP6U , SNP621, SNP631, SNP651, SNP661, SNP681, SNP691, SNP701,
SNP7U , SNP741, SNP761, SNP781, SNP831, SNP841, SNP851, SNP861,
SNP90], SNP911, SNP921, SNP931, SNP94J y SNP977, ver Anejo).
3.6.2. Anâlisis de detecciôn de QTLs
Los modelo s de detecciôn de QTL en cmces de lineas divergentes asumen alelos 
con efecto sobre el carâcter [Q y q) fijados alternativamente en cada una de las lineas 
parentales. La primera etapa de estos anâlisis se ha basado en la comparaciôn de diferentes 
posiciones del cromosoma (por ejemplo, cada cM) de la verosimilitud de un modelo animal 
que incorpora los efectos del QTL (por ejemplo, modèles M la = efecto aditivo o M lad =
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efectos aditivo y dominante) con la de un modelo animal que corresponde a la hipôtesis 
nula de ausencia de QTL (modelo MO). Estos modelos pueden representase como sigue:
MO: j  = Xp + Zu  + e
Mla: j  = + Zu iv,a + e
Mlad: j  = Xp  + Z u ^  w,a + «/// + e
donde J  corresponde al vector « x 1 de observaciones de cada carâcter analizado; ^  es el 
vector de efectos sistemâticos que incluye los del sexo y lote de sacrificio ademâs de los de 
covariables como el peso de la canal; ~ N(0, A o ^  es un vector n y. \  que incluye los 
efectos aditivos poligénicos infinitésimales y A la matriz « x « de relaciones aditivas; ü>, y 
son vectores « x 1 de los coeficientes c, y para los efectos fijos aditivos [d) y dominantes 
[d) del QTL; X y  Z son las matrices de incidencia que relacionan los paràmetros ^ y  u con 
las observaciones, y por ultimo e es el vector « x 1 de los efectos residuales. Los 
coeficientes r, y se calcularon como = pr ( ^ ) - p r  [qq) y = pr {Qq), donde pr ( ^ )  es 
la probabilidad de ser homocigoto de origen Ibénco, pr {qq) es la probabilidad de ser 
homocigoto de origen Landrace y pr (Qq), la probabilidad de ser heterocigoto. Los valores 
de probabilidad y de los coeficientes fueron calculados para cada una de las posiciones 
cromosomicas analizadas, a partir de la informaciôn de los marcadores genéticos 
disponibles.
La detecciôn de QTLs mediante un barrido cromosômico consiste en el câlculo de 
la razôn de verosimilitud (LR) mediante la comparaciôn del modelo completo con el 
modelo sencillo para cada posiciôn cromosômica considerada. Se esûman los componentes 
de varianza del carâcter fenotipico analizado a /)  asi como los efectos fijos (incluyendo 
los del QTL) en la posiciôn de valor mâximo de LR. Los valores de la probabilidad 
nominal {P} de los efectos del QTL se calcularon asumiendo una distribuciôn chi-cuadrado 
(X"m) con un numéro de grados de libertad [m] équivalente a la diferencia entre el numéro 
de paràmetros estimados en los modelos completo (Ml) y reducido (MO), con dos grados 
de libertad cuando se testa aditividad y dominancia (Mlad) y uno cuando se testa sôlo 
aditividad (Mla). La posiciôn y magnitud de los efectos del QTL corresponden a los 
valores de mâxima verosimilitud. Los umbrales de significaciôn de los QTLs fueron 
calculados como se describe en Nezer et al. (2002). Los intervalos de confianza al 95% 
fueron calculados de acuerdo con Mangin et al. (1994).
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En el caso de los anâlisis realizados con 489 marcadores no es correcte calcular los 
umbrales de significaciôn segun Nezer et al. (2002), debido a que la posiciôn de los mismos 
estâ inferida a partir de la regresiôn lineal entre la posiciôn fîsica y genética de los 50 
marcadores utilizados para realizar el mapa de ligamiento 3 (epigrafe 3.6.1). Por lo tanto los 
umbrales fueron establecidos siguiendo el criterio de correcciôn mediante la tasa de falso 
descubrimiento (FDR) propues ta por Benjamini y Yekutieli (2005) y Lander y Kmglyak 
(1995) estableciendo como QTL con efectos significativos sobre el carâcter aquellos con un 
FDR<5% (0.05/n° test realizados) y con efectos sugestivos, aquellos con un FDR<10% 
(0.10/n° test realizados).
Se realizaron diferentes anâlisis complementanos de detecciôn de QTL para lo que 
se utilizaron modelos con una estructura similar a los ya descntos: modelos con dos QTLs 
en diferentes posiciones del cromosoma para un mismo carâcter que permiten contrastât 
esta hipôtesis en determinados casos frente a la de un ûnico QTL, asi como modelos de 
caractères mûltiples para afinar la localizaciôn de la posiciôn del QTL y discriminât entre 
situaciones de pleiotropia y ligamiento.
Por ejemplo, los modelos de 2 QTLs en los casos en que ambos presenten efectos 
aditivos o aditivos y dominantes pueden representarse de este modo:
A12a: J  = Xp  + Zu  + +e
M 2ad:j=  X ^  + Zu+ iv^ a, +
en los que se incluyen los efectos aditivo [a^ y dominante del segundo QTL localizado 
en otra posiciôn del cromosoma, y denominamos y a los vectores de los 
correspondientes coeficientes y en la segunda posiciôn considerada; la validaciôn del 
segundo QTL requiere el contraste entre los modelos completo (M2a o M2ad) y reducido 
(Mla o Mlad), que representan respectivamente en este caso las hipôtesis alternativa y nula.
Una de las aplicaciones de los modelos multicarâcter es la posibilidad de discriminât 
si los efectos detectados sobre dos caractères se deben a un solo QTL (hipôtesis de 
pleiotropia) o a dos QTLs localizados en una misma regiôn cromosômica (hipôtesis de 
ligamiento). Estas dos alternativas pueden contrastarse comparando mediante la razôn de 
verosimilitud (LR) un modelo de 2 QTLs distintos, uno para cada carâcter, con un modelo 
de un solo QTL con efecto sobre ambos caractères. Para la realizaciôn de estos y otros 
anâlisis se utilizaron las versiones v4.0 y anteriores del programa QXPAK (Perez-Enciso y 
Misztal, 2004).
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3.6.3. Anâlisis de genes candidatos
Se utilizaron très métodos para analizar la posible asociacion de polimorfismos 
identificados en genes candidatos (GC) con los caractères estudiados.
3.6.3.1 Modelo Animal Estândar.
El anâlisis permite testar la posible asociacion entre los polimorfismos genotipados 
y los caractères estudiados con los siguientes modelos, que implican que el polimorfismo 
analizado es la mutaciôn causal o es una mutaciôn neutral en completo desequilibrio con 
aquella:
M3a: J  = + Zu + + e
M 3ad;j = X^ + Zu + X,g + +e
donde A, es un vector x 1 que incluye una variable indicadora relacionada con el numéro 
de copias de un alelo del gen candidato y toma valores 1 o -1, si el animal es homocigoto 
para los alelos alternativos, y 0 si es heterocigoto; en el caso de polimorfismos bialélicos 
como los SNPs, A, es un vector « x 1 que incluye una segunda variable indicadora que toma 
el valor 0, si el individuo es homocigoto para cualquiera de los alelos alternativos, y 1 si es 
heterocigoto;g y  h representan los efectos aditivo y dominante del polimorfismo analizado. 
La comparaciôn, mediante el test de razôn de verosimilitud, entre los modelos M3a y MO 
permite validar la significaciôn estadistica del efecto aditivo. Asimismo, la comparaciôn 
anâloga entre los modelos M3ad y M3a permite validar la significaciôn estadistica del 
posible efecto dominante del SNP.
Asimismo, con el modelo M3a se realizô un anâlisis de asociaciôn utilizando SNPs 
genotipados con el PomneSNPôO Genotyping BeadCbip. En el anâlisis se testaron tantas 
hipôtesis como SNPs fueron analizados en el SSCI 2, esto supone por tanto la realizaciôn 
de multiples tests de hipôtesis con el riesgo de que muchos resulten significativos por 
simple azar. No es suficiente por ello el valor p  de probabilidad que corresponde a un 
simple test de la hipôtesis nula. Hay que recurrir al concepto de tasa de falso 
descubrimiento (FDR), que conlleva umbrales de significaciôn mâs exigentes para reducir 
la proporciôn de falsos positivos. Para corregir la multiplicidad de tests se recurriô al 
procedimiento descrito por Storey y Tibshirani (2003), basado en la esrimaciôn de 
proporciôn de verdaderas hipôtesis nulas a partir del histograma del conjunto de valores p
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obtenidos. A cada valor p  tradicional corresponde un valor q que permite identificar como 
significativos los inferiores a la tasa de FDR escogida [q < FDR). Estos câlculos fueron 
realizados con el programa IA4LL/E 1.0 facilitado por los citados au tores. En los que se 
asumiô un nivel de significaciôn a nivel cromosômico correspondiente a un FDR = 0.10.
Figura 3.11. Histograma realizado por el programa ^ -FÔ4LL/E.
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3.6.3.2 Modelo animal de asociaciôn asistida por marcadores (MAi\T)
Este nuevo modelo incorpora conjuntamente, ademâs de los efectos aleatorios y 
sistemâticos usualmente considerados, los efectos del polimorfismo del gen candidato y del 
QTL para cada cM a lo largo del cromosoma (Zhao et al., 2003) (\^arona et al, 2005). 
Aunque su potencia estadistica es menor cuando el SNP coincide con la mutaciôn causal, 
su ventaja respecto al modelo anterior de asociaciôn, en la situaciôn mâs frecuente en que 
el SNP es una mutaciôn neutral, es que proporciona un menor numéro de falsos positivos. 
El caso de mayor complejidad, con aditividad y dominancia, se representaria del modo 
siguiente:
M4ad: y  — + Zu  + n/ja j^y + + Xjg^ -^p+ + e
El contraste mediante la razôn de verosimilitud (LR) entre el modelo M4ad y el 
modelo M3ad, que considéra ûnicamente el efecto del SNP, permite valorar la significaciôn
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estadistica del efecto del QTL. Alternativamente, el contraste analogo entre el modelo 
M4ad y el modelo M lad, que incluye el efecto del QTL, permite valorar la significaciôn 
estadistica del efecto del polimorfismo. Estos resultados permiten por tanto comparar la 
verosimilitud de la hipôtesis de un QTL con frecuencias alternativas en las lineas parentales 
y la del SNP del gen candidato como subyacente al QTL detectado.
3.6.3.2 Modelos de très alelos.
Este modelo asume que los dos alelos de un polimorfismo bialélico en un gen 
candidato (A y B) presentan diferente desequilibrio de ligamiento con el QTL dentro de 
cada linea parental. Suporuendo que el alelo A estâ fijado en la linea Guadyerbas y los dos 
alelos A  y B segregan en Landrace, pueden de finir se très alelos: uno asociado con el alelo 
A  de origen Ibérico ( A ,), el segundo asociado con el alelo A  de origen Landrace ( A ,) y el 
tercero con el alelo B de origen Landrace (B). El modelo con aditividad (M5a) puede 
formularse como sigue:
M 5 x j = X ^  + Zu + + Xpgp +e
dônde X ,^, X^ j y X^  son el niimero de copias de los alelos A  „ A   ^ y B en cada individuo. 
Estos valores pueden calcularse combinando los genotipos del SNP y las probabihdades de 
ongen Ibérico o Landrace, de acuerdo con el procedimiento descnto por (BragUa et ai, 
2006). El contraste estadistico entre los modelos con très alelos (M5a) y nulo (MO) con dos 
grados de libertad y entre los modelos aditivos con très y dos alelos (M5a y M3a) con un 
grado de libertad permite evaluar la significaciôn estadistica de los efectos contemplados en 
los mismos.
3.6.3.3 Modelo de haplotipos
Este modelo es similar al modelo de dos alelos, excep to que el término aparece 
tantas veces como numéro de haplotipos se quieren analizar.
M6a = X P  -h Zu + e
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3.7. ANALISIS DE EXPRESION CON MICROARRAYS
Se utilizaron microarrays de la plataforma comercial Appmetrix Porcine Genechip™ 
para estudiar los patrones de expresiôn génica en el musculo longissimus dorsii. El array 
consiste en una superficie sôlida con 23937 conjuntos de sondas correspondientes a 23256 
trânscritos y 20201 genes. Cada conjunto de sondas, a su vez, estâ compuesto por 11 
sondas diferentes de 25 pb que hibridan a lo largo del trânscrito a estudiar.
Figura 3.12. Estructura de la plataforma Asymetrix Porcine Genechip™
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3.7.1. Hibridaciôn y escaneado.
Se extrajo el ARN total de muestras de müsculo longissimus dorsii en 100 individuos 
pertenecientes a la generaciôn RC2 del cruce IBMAP y se utilizaron 7-8 pg de ARN para la 
hibridaciôn en el array. En primer lugar se realizô una transcripciôn in vitro para sintetizar 
ARN complementario (ADNc), en este proceso el ADNc es fragmentado, biotinilado, 
hibridado y lavado sobre el array. Cada fragmento de ADNc hibnda con la correspondiente 
secuencia homôloga de oligonucleôtidos fijada en el array. Una vez realizado este proceso el 
chip se escanea para evaluar la fluorescencia, de tal forma que a mayor cantidad de ADNc 
unido, mayor es la fluorescencia lo que indica una mayor expresiôn del trânscnto. Las
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extracciones de ARN y posteriores transcripciones in vitro se realizaron en el Area de 
Produccion Animal del Centre Udl-IRTA (Lleida, Espana) segun viene recogido en el 
subproyecto AGL2008-04818-C03-02.
La hibridaciôn y escaneado de les arrays fue realizada en el Centre for Research in 
Agricultural Genomics (CR^AG -  Barcelona). La hibridaciôn y escaneado se realizô 
mediante el protocolo estandar (Figura 3.13) de Aff}'metrix (Santa Clara, CA). Todo el 
proceso se hizo de acuerdo con las recomendaciones MIA ME (Stoeckert et ai, 2002) 
desarrolladas por el Microarray Gene expression Database Group (http:/www.mged.org).
Figura 3.13. Protocolo de Affymetnx para la sintesis y marcaje del ADNc
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Una vez escaneados los arrays, los datos de fluorescencia fueron transformados en 
imagen pixelada (archivos.DAT) en la que cada pixel corresponde a una sonda. La media 
de intensidad de cada uno de los pixels es la intensidad asignada a cada sonda 
(archivos.CEL) y la media de las intensidades de cada sonda sera el valor de la expresion de 
cada gen. Para reaUzar el analisis de estos datos se utilizo el programa GeneChip Operation 
(GCOS).
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3.7.2. Procesamiento previo de los datos de micro arrays
Antes de analizar los resultados de la hibridaciôn se comprobô si el marcaje, 
hibridaciôn y lectura del microarray habia side correcto, para evitar estimas erroneas de la 
expresiôn. Para ello se realizô un anâlisis visual con el programa Bioconductor (Reimers y 
Carey, 2006). Dentro del mis mo, la rutina Reada^ genera una matriz de niveles de 
intensidad denominada A^Batch  a partir de los arc hi vos .CEL. Sobre esta se aplican très 
metodologias diferentes (boxplot, histogramas sencillos y \L \-plot) que se encuentran 
disponibles en el paquete aff^data y que permiten examinar la intensidad de las sondas de 
cada uno de los arrays.
3.7.3. Anâlisis de calidad de los chips de A lïym etnx
Antes de analizar los datos se comprobô que el ARN utilizado en la hibridaciôn no 
estaba degradado mediante las siguientes funciones del programa Bioconductor:
3.7.3.1. Medida del ruido de fondo
Los valores del ruido de fondo se calcularon mediante la funciôn avbg del paquete
simpleaj^. Los valores obtenidos deben ser comparables entre los diferentes arrays para 
poder asumir que la hibridaciôn de cada uno ha ocurrido con similar ruido de fondo, sino 
no séria posible realizar el anâlisis del conjunto de los arrays.
3.7.3.2. Porcentaje de llamadas
Este indice corresponde al porcentaje del conjunto de sondas denominadas como 
“présentés” en cl array respecto al numéro total de sondas. El porcentaje debe ser similar 
entre los arrays para poder analizar los chips en su conjunto, aunque la variabilidad en el 
porcentaje puede indicar variabilidad biolôgica entre las muestras. Para la obtenciôn del 
indice se ha empleado la rutina percent.present.
3.7.3.3. Ratio 3’/5 ’
Cada chip incluye varios genes que permiten controlar la calidad del ARN como, 
por ejemplo, los genes GAPDH  y ^-AC TIN A. Cada gen esta representado por très sondas, 
una que cubre cl extremo 3’, otra el centro del gen y la tercera, cl extremo 5’. La proporciôn
entre la expresiôn de las sondas situadas en los extremo s se considéra una medida de la
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calidad del ARN. Affymetrix recomienda aceptar ratios inferiores a très. Este anâlisis se 
realizô mediante el paquete simpleafy.
3.7.3.4. Calidad del ARN total
Ademâs de la utiüzaciôn del indice anterior, para poder tener una idea global de la 
degradaciôn del ARN se evaluaron todas las sondas del chip. Cada trânscrito esta 
representado por 11 sondas numeradas desde el extremo 5’, con lo cual, si hay degradaciôn 
existirâ mayor intensidad de fluorescencia en las del extremo 3’ que en las del 5’.
Con la funciôn A ^K N A deg  se obtuvo una representaciôn grâfica del ratio 3’/5 ’ de 
todo s los arrays para calcular la media de la intensidad de las sondas en funciôn de su 
posiciôn en el trânscrito y la pendiente de la curva que se obtiene al representar las 
intensidades. Una pendiente de 0.5 corresponde a un ARN de mayor calidad y una de 2 
indica que estâ degradado.
3.7.3.5. Diagnôsdco cuahtativo usando un modelo PLM (a nivel de sonda)
El modelo PLM tiene en cuenta el nivel de expresiôn de un gen, el e fee to de las 
sondas y el error de mediciôn para calcular los datos de expresiôn normalizados con el 
ruido de fondo ajustado, utilizando un modelo lineal.
Mediante el paquete affyPLM y usando las funciones mights, resids and sign.resids, se 
pueden obtener pseudo-imâgenes de los chips que simulan una imagen visual de las 
intensidades de sonda y de esta manera se pueden detectar posibles artefactos del array.
1. Imagen del signo de los residues: hace visibles los efectos que no son apreciables en
otros grâficos siendo azules los residues negatives y rojos los positivos.
2. Imagen de pesos: usa colores topogrâficos, representando las zonas de mayor
expresiôn por âreas claras y las de menor expresiôn con âreas oscuras.
3. Imagen de las intensidades de la sonda sin tratar (escala logaritmica).
3.7.4. Nonnalizaciôn
La uniôn inespedfica de fragmentes de ADNc a la sonda puede provocar la 
presencia de ruido en los chips que es un inconveniente a evitar. Para solventarlo se usan 
sondas adheridas al chip y disefladas para medir las uniones inespecifïcas {mismatch probes 
MM). Cada sonda que se une de manera especifica a una secuencia {perfect match PM) tiene 
una sonda équivalente en la que se ha sustituido el nucleôâdo numéro 13 por otro
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complementario, de tal manera que la uniôn deja de ser totalmente especifica. Para poder 
obtener un valor mas preciso de la senal, se resta el valor de la intensidad MM al valor de la 
intensidad PM. No obstante, el valor de las sondas MM suele ser mayor que el de las PM, 
por lo que las MM detectan tanto senal inespecifica como ruido de fondo. Otro método de 
normalizaciôn es el "robust multiarray averaging’ (RMA) que corrige el ruido de fondo, 
normaliza por cuantiles y suma el nivel de intensidad de la sonda basândose en un modelo 
multiarray, aunque no tiene en cuenta la informaciôn de las MM. Para poder solventar estos 
problemas se ha utilizado un modelo mejorado, el GC-RMA (correcciôn por el contenido 
de GC o GeneChip-RMi\) que aplica la correcciôn RMA pero tiene en cuenta la 
informaciôn de la especificidad de las sondas, generando asi valores mas precisos.
Para realizar la normalizaciôn se aplicô la funciôn germa a partir de los archivos 
AjfyBatch. Ademâs se realizô un filtrado de los datos para eliminar las sondas con mâs de 
50% de valores perdidos.
3.7.5. Anâlisis de resultados
Actualmente existe una gran variedad de programas y tipos de anâlisis disponibles 
para estudiar los resultados de los arrays. En el présenté trabajo se ha utilizado el programa 
GEAMM v.1.6. (Casellas et al, 2008), que estâ escrito en lenguaje FORTR.3N90 y disehado 
para el anâlisis de modelos mixtos de expresiôn génica mediante inferencia bayesiana.
El programa permite realizar distintos anâlisis de modelos mixtos, a partir de los 
datos de expresiôn de p  sondas y q arrays normalizados en logaritmo en base 2, mediante la 
siguiente expresiôn:
y = Xû + ^  Z.D^ + ^  c . p j  + e 
(=1 7=1
donde y es el vector de los datos de expresiôn {pq elementos) ordenados por sonda y 
por array e influenciados por el efecto general de cada array (a, ^ x 1 elementos) asi como 
por n efectos discretos (DJ y m continuos (pj) sobre cada sonda definidos por el usuario 
(ambos con dimensiones 1 x p). X, Z, y c^son las matrices (o vectores) de incidencia y e el 
vector de errores residuales. La expresiôn es desarrollada mediante inferencia Bayesiana, en 
la cual se asume uni modelo mixto que tiene una verosimilitud bayesiana definida como 
distribuciôn normal multivariante:
/=1
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donde f  es la matriz identidad y R la matriz de covarianzas residuales con varianzas 
residuales dentro de sonda y covarianzas residuales nulas entre sondas.
Este modelo considéra diferentes varianzas residuales de cada sonda. Como en los 
anâlisis se utilizan test de hipotesis multiples se aplico un estadistico para eliminar los 
posibles falsos positivos que apareciesen en los test multiples. El estadistico utilizado es la 
tasa de falsos descubrimientos (FDR) que se calcula a partir de la distribuciôn de los valores 
p. En el contexto bayesiano los valores de la probabilidad posterior se asimilaron a los 
valores p  frecuentistas. Fueron seleccionadas aquellas sondas con un FDR menor que 10% 
siguiendo el procedimiento de Benjamini y Hochberg (1995) y un valor p < 0.001.
3.7.6. Anotaciôn de sondas diferencialmente expresadas
Una vez se ha obtenido la lista de las sondas diferencialmente expresadas, se 
procediô a anotar cada una de las mismas. Para ello, se utilizô el archivo de anotaciôn 
"Aÿymetrix Porcine Annotation Revision 6” (Tsai et al, 2006) que dispone de la anotaciôn de 
la mayor parte de las sondas excepto un 0.39% que no estân anotadas.
3.7.7. Interpretacion biolôgica de los resultados
La interpretaciôn biolôgica de los datos se llevô a cabo con la herramienta DAVID 
2008 (Huang da et ai, 2009) la cual realiza anâlisis para remarcar los términos GO mâs 
relevantes de una lista de genes. Esta herramienta realiza un anâlisis estadistico para 
detectar las categorias génicas sobrerrepresentadas y las compara con el resto de sondas del 
array. La anotaciôn funcional es reportada con un valor de p.
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4.1. Gen Acyl-coA oxidase 1 (ACOXl)
4.1.1. Anâlisis, secuenciacion, bûsqueda y seleccion de poUmoifismos del 
ADN copia (ADNc) del gen ACOXl.
Se realizô una bûsqueda en las bases de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
para identificar la secuencia del gen A C O X l  en porcino. Se identihcaron dos secuencias 
(NM_0110128 y AK_23470) en la base de datos NCBI y una en Ensembl 
(ENSSSCTOOOOOOl8723 con un tamano de 2291 pb). La secuencia NM_0110128 (2022 
pb) estâ descrita como la correspondiente a la secuencia codificante del gen A C O X l  
aunque la secuencia AK_23470, que corresponde a un trânscrito expresado en higado, 
présenta una longitud superior de 2227pb. Por otra parte se encontraron très variantes 
transcripcionales que codifican très isoformas proteicas de este gen en humano y una 
secuencia transcrita en ratôn. Dos de los trânscrito s descri tos en humano sôlo difïeren en la 
secuencia del exôn 3; la variante 1 (GenBank: NM_004035.6) contiene al exôn 3-II y la 
variante 2 (NM_007292.5) contiene al exôn 3-1. La tercera variante (NM_001185039.1) 
difiere en el extremo 5’UTR y en la secuencia codificante, y genera una proteina mâs 
pequena en su extremo N-terminal.
Las dos secuencias de porcino depositadas en el NCBI presentan homologia tanto a 
la variante 1 como a la variante 3 de humano, ya que su extremo 3’UTR es homôlogo a la 
zona comûn a ambas variantes.
Las très secuencias identificadas en porcino fueron alineadas junto a la de la 
variante 1 de humano y se procediô al diseho de oligonucleôtidos que hibridasen con las 
regiones conservadas para amplificar el ADNc del gen en muestras de higado. Se disenaron 
siete parejas de oligonucleôtidos que permiten ampli ficar la totalidad de la secuencia 
correspondiente a la isoforma 1 mediante siete fragmentos solapados (ACOXl E l/R I, 
ACOX1F2/R2, ACOX1F5/R5, ACOX1F6/R6, ACOXlF7/R7, ACOX1F8/R8 y 
ACOX1F9/R9) (Tabla 4.1).
A fin de investigar si la isoforma 2 desenta para humano también estâ présenté en 
cerdo se han disehado dos parejas de oligonucleôtidos (ACOXlF3/F4 y ACOXlF4/R4) 
(Tabla 4.1), a partir de la secuencia NM_007292.5, que permiten ampli ficar el exôn 3-1 
ademâs de parte de los exones 2 y 4 comunes a ambas isoformas.
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Tabla 4.1. Oligonucleôtidos usados en la caracterizaciôn del ADNc del g tn A C O X I
Nombre Secuencia (5’- 3’) T. MgCl, Longitud
A C O X l_lF
A C O X l_lR
CCTCTGCTGGCTGTCACC
GCGTTCCTGCTGTICCTC
57°C 2.0 miM 384 pb
ACOXl_2F
ACOXl_2R
.\A .\A C nTG TG C A G C C A G G A C
CCGGATAGGGACAATGAAGG
57"C 2.0 mM 363 pb
ACOXl_3F
ACOXl_3R
ACCACGGTGAAGAAGATAAGG
TGGCTCAGCAAGGTAGGAA
50°C 2.0 mM 137 pb
ACOXl_4E
AC0X1_4R
GGGCCTCCATTACTCCAT
GTTACTCAGGGGCrrCACATA
54°C 2.5 mM 514 pb
AC()X1_5F
ACOXl_5R
TCATGCCCGCCTGGÆ3CTT
GCTGTAGCGGATGGCGATGGT
56°C 2.0 mM 542 pb
ACOXl_6F
ACOXl_6R
GAGGCCGCCCGGTGTCTGTC
CACGCTGCCTCCTTGCTCTTCCT
60°C 2.0 mM 686 pb
ACOXl_7F
ACOXl_7R
CCAGCGCATCCAGCCTCAGC
TCATGGACCTCCGTTITGTTTAGC
56°C 2.0 mM 564 pb
ACOXl_8E
ACOXl_8R
CCTCTATGCTCTGTATGG.M3TC
ÆMM^GAGAAAAGGGAAAAT
53°C 2.0 mM 450 pb
ACOXl_9F
ACOXl_9R
TGCTCCGTTCCCCTCACAC
GGCGGTCCCTCTTCAGTCC
55°C 2.0 mM 458 pb
Para amplificar las regiones 5’UTR y 3’UTR se utilizô cl kit de amplificaciôn de 
ADNc SMART R.3CE (Clontech Laboratories) y los oligonucleôtidos ACOXl R, en el 
caso del extremo 5’UTR, y ACOX9F, en el caso del extremo 3’UTR. En el caso del 
extremo 5’UTR solamente se han podido aumentar la longitud de la secuencia conocida en 
9 pb y en el caso del extremo 3’UTR no se consiguiô amplificar ningûn fragmento que 
contuviese un mayor numéro de pares de bases.
El ensamblaje de los fragmentos amplificados ha dado lugar a dos secuencias con 
una longitud de 2457 pb Estas dos variante difïeren unie amen te en la secuencia del exôn 3, 
aunque ambas codifican para sendas proteinas compuestas por 661 aminoâcidos. Una de 
ellas présenta un 74.8% de homologia con la variante 1 human a y un 68.2% con la de ratôn 
mientras la otra présenta un 74.8% de homologia con la variante 2 humana. Se amplified la 
totalidad de la secuencia a partir del ADNc de higado de dos animales Ibéncos (Hnea 
Guadyerbas) y dos animales Landrace. Mediante el ensamblaje y alineamiento de las
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secuencias se identificaron cinco polimorfismos de un solo nucleôtido (SNP), cuatro en la 
secuencia codificante y uno en la region 3’UTR (Tabla 4.2). Très de los cuatro SNPs 
detectados en la secuencia codificante dan lugar a cambio de aminoàcido.
Tabla 4.2. Polimorfismos detectados en el ADNc del gen ACOXl
Gen Posiciôn Exon Cambio Aminoacidico
c.481G>C 4 Glu 162 Gin
c.938G>A 7 Arg 313 Lys
c.ll01A > G 8 Sinônimo, Leu
c.l238A>G 9 Asn 413 Ser
c.*21G>A 3’UTR -
Para evaluar el efecto potencial de las mutaciones se utilizaron herramientas in silico 
disponibles en internet de manera gratuita.
De acuerdo con las predicciones del programa SIFT, los polimorfismos c.938 G>A 
y C.1238 A >G  producen cambios tolerados mientras el polimorfismo c.481 G>C genera un 
cambio de aminoàcido no tolerado.
Mediante el programa SVL3RT se déterminé en que dominios proteicos se 
encuentran los polimorfismos detectados. Estos dominios se representan en la figura 4.1.
Figura 4.1: Dominios proteicos de la proteina ACOXl porcina 
c 481 G>C c.938 G>A c.1238 A>G
t t t
( ■  ) représenta una zon a d e  baja com plejidad proteica, los 
d os siguientes (■  ) so n  d om in ios tipicos d e  deshidrogenasas  
que so n  proteinas flavoproteinas que catalizan la 
d esh id rogen acion  d e  a g l-C o A  thioesteres a trans 2 3 -cnoyl 
C o A . Kl u ltim o d o m in io , Pfam ACOX  es caracteristico d e  la 
proteina A C O X  1 y es el que le c o n fé r é  la fu nciôn
El dominio Pfam A C O X  es caracteristico de la proteina ACOXl y es el que le confiere la 
funciôn, por lo tanto los cambios aminoacidicos en estos dominios podrian alterar la 
funciôn de la proteina e incluso dar lugar a una proteina no funcional. El cambio
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armnoaddico producido por c.481 G>C afecta al dominio Pfam Acyl-CoA_dh_M y los 
cambios generados por los polimorfismos c.938 G >A y c.1238 A >G  se localizan en el 
dominio Pfam Agl-CoA_dh_1 •
La herramienta PSIPRED permitio detectar un cambio en la estructura secundaAa 
de la proteina producido por el polimorfismo c.1238 A >G (Figura 4.2). Este software 
predice que la sustitucion del aminoàcido Asparagina por Serina alteraria la estructura 
conformacional de la proteina incrementando el tamano de una de las hélices.
Figura 4.2: Simulaciôn in silico con el programa PSIPRED de la estructura secundaria de la 
proteina ACOXl correspondiente a la region en donde se ha detectado el polimorfismo 
c.1238 A>G.
c o n t  : Im iIIm ih M IH M Im IH IB H M M H E
P r e d  :
p r e d  : CCCCCCHHHftHCdCCCCXZCCCCHUPPmHRHPPPHtlRHPP
AA : YS HCSGLPNm7irTPTGTFEGEt'ir%T4MLQTARFLMKSYN \ \ y  I I I
410  420  430  440
c o n t  : i M l I l H I B l r t l B l H l M l B l B B I B B I B E
P r e d  :
P r e d  : CCCCCCHPHHPPCCCf CCCCCCHtlPHPRHHPPPHHtlElPPP
AA : YS tiCSGLPNl YVSFTÿTCTFEGEtTT^'MMLQT ARFLMKSYTi
410 420 430 440
(]: Inspirai 1 1: I lé l ic e
Por ultimo mediante el uso de las herramientas Targetscan y Pictar se analizo si el 
polimorfismo c.*21 G>A localizado en la region 3’UTR podria afectar a dianas de 
microARNs. No se detecto ninguna diana de microARN en la region que contiene este 
polimorfismo aunque esto no tiene porque ser déterminante debido a que las bases de 
datos estân principalmente basadas en los genomas de humano y raton.
Basândonos en estos resultados, los polimorfismos c.481G>C, c.l238A>G y 
c.*21G>A fueron seleccionados para ser genotipados en los parentales del cruce. A pesar 
de que el polimorfismo c.938G>A produce un cambio de aminoàcido pero no se ha
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podido genotipar porque se encuentra en el extremo de un exon y no se dispone de la 
secuencia intrônica adyacente.
4.1.2. Genotipado de polimorfismos del gen ACOXl
Para el genotipado de los polimorfismos seleccionados se disenaron très protocolos 
de pirosecuenciacion (Tabla 4.3).
Tabla 4.3. Oligonucleôtidos utüizados en el genotipado de los polimorfismos c.481 G>C, 
c.1238 A >G y c.*21 G>A.
Nombre Secuencia (5’- 3’) T , MgClz Longitud
Pyr-c.481F Biot-CTTGGA.M\CCACAGCCACTTA
Pyr-c.481R GTCACAGTAGGGCTATTGAG.3ATG src 2.0 mM 66 pb
Pyr-c.481S GCTATTGAGAATG.V3CTCCT
Pyr-c.l238E Biot-CGGGCACGGCTATTCTCACT
Pyr-c.l238R AAGGTGCAGGITGGGGTGM 3 56°C 2.0 mM 69 pb
Pyr-c.l238S GCAGGTTGGGGTGAA
Pyr-c.*21F Biot CCTGACGACGAGTTCAGTCTG
Pyr-c.*21R AGGTTCCACGCAGATTTCTGT 60°C 2.0 mM 83 pb
Pyr-c.*21S CGGAGCACAACTGCTT
En una primera fase se genotiparon los très polimorfismos en los parentales del 
IBVL3P (FO). Se observô que los très polimorfismos estân cosegregando lo que ha 
permitido définir dos haplotipos:
•  Haplofipo 1 (Hl): c.[481G; 1238A; *21 G]
•  Haplofipo 2 (H2): c.[481C; 1238G; *21 A]
Los haplotipos fueron confirmados en las madrés Landrace de los dos retrocuces (RCl
y RC2). En el resto de los individuos del cruce IB\L3Pse genotipo unicamente uno de los
polimorfismos (c.481 G>C) y se ha inferido el genotipo de los otros dos. Por lo tanto los 
genotipos GG, GC y CC serian équivalentes a las combinaciones haplofipicas H lH l, 
H1H2 y H2H2 respecfivamente. Las frecuencias de los haplotipos en el total de los
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individuos del cruce se representan en la tabla 4.4, observândose frecuencias haploù'picas 
extremas, con H l mayoritaria frente a la de H2 en todos los casos, excepto en los 
parentales ibéricos.
Tabla 4.4. Frecuencias haplotipicas de H l: c.[481G; 1238A; *21 G] y H2: c.[481C; 1238G; 
*21A] en los individuos parentales, F2, F3, RCl y RC2.
Generaciôn Numéro Free. Hl Free. H2
Padres Ib (3) 0.18 0.82
FO
Madrés Ld (30) 0.99 0.01
F2 Individuos (390) 0.88 0.12
Padres F2 (3) 0.83 0.17
Parentales F3
Madrés F2 (15) 0.93 0.07
F3 Hijos (52) 0.92 0.09
Padres F2 (4) 0.75 0.25
Parentales RCl
Madrés Ld (22) 1 0
RCl Individuos (79) 0.86 0.14
Padres FI (5) 1 0
Parentales RC2
Madrés Ld (25) 0.98 0.02
RC2 Individuos (142) 0.99 0.01
F3+RC1+RC2 Individuos (273) 0.94 0.06
4.2. Gen ATPcitrate lyase (ACLY)
4.2.1. Anâlisis, secuenciacion, bûsqueda y seleccion de polimorfismos del 
ADNc del gen ACLY
Se realizô una bûsqueda en las bases de datos anteriormente mencionadas de las 
secuencias del gen A C L Y  en porcino, humano y raton. Se identified una secuencia en
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porcino (NM_001105302) con 4378 pb, dos en humano y una en ratôn. Las dos variantes 
descritas en humano codifican dos iso formas que difïeren en la presencia o ausencia del 
exôn 14. La secuencia mâs larga, NM_001096.2, codifica para la isoforma proteica 1, que 
incluye el exôn 14 y la secuencia NM_198830.1 codifica para la isoforma proteica 2 que 
carece de dicho exôn. El alineamiento de estas secuencias indica homologia entre los 
trânscritos descritos en porcino, ratôn y la isoforma 2 del gen ydCLE humano.
Se disenaron 11 parejas de cebadores (Tabla 4.5) que hibndan desde el exôn 2 hasta 
el exôn 27 de la secuencia NM_001105302. Los fragmentos fueron amplificados a partir
Tabla 4.5. Oligonucleôtidos usados en la caracterizaciôn del ADNc del gen A C L Y
Nombre Secuencia (5’- 3’) T. MgClj Longitud
ACLYIF
ACLYIR
CCGCCCY\GCCGG.Y-\CYY3G
TTCTGGATGGCCGAGGTGGTG
61°C 2.5 mM 225 pb
ACLY2F
ACLY2R
GTCGGCCAAGGCGATTTTGGAGC
CCCCACrrCACTTTGCAGATGTAG
61°C 2.0 mM 699 pb
ACLY3F
ACLY3R
TGCCCCCG.\AGAC\AGAÆ 3GAAAT
ACCCGTÆAGCCCTCCTGATAGTTG
56°C 2.0 mM 654 pb
ACLY4F
ACLY4R
CG.Y\GAGGCGGCCCC\ACTAT
GGTCTGCATGCCCCACACGAT
60°C 2.5 mM 357/387 pb
ACLY5F
ACLY5R
CCTCTTCAGCCGCCACACC\A
GGACATGCCGCCCG.\ACG
6DC 2.5 mM 529 pb
ACLY6F
ACLY6R
CCGGCGGGATGCTGGAT.Y\CA
GCACGATGACCCCTCTGGACACA
59''C 2.0 mM 519 pb
ACLY7F
ACLY7R
G C C G G G G CATC\AGG .\AG
ATCGGCCGTCACCATCAGG
58°C 2.5 mM 515 pb
ACLY8F
ACLYBR
GGCATCGGCGGGGTCCTC
TTCCAGCGCGTAGTChAGCAGA
6(TC 2.0 mM 426 pb
ACLY9F
ACLY9R
TAGACAACCCAGACATGAGAGTGC
TGTTA GCCTG TGGG TA TTGITITC
56 T 2.0 mM 561 pb
ACLYIOF
ACLYIOR
GCTGGCACTGGCGCTTACTTA
TCCCGACCCCCTGACACA
src 2.0 mM 529 pb
A C LY llF
A CLYllR
C G .Y \T G T C T T G lT rnC C A T T G
TGCAGAGGAGAGACTGAGGTG
5 6 T 2.5 miM 414 pb
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del ADNc. Asimismo se disehô una pareja de oligonucleôtidos, ACLY4F/4R, en los 
exones 11 y 15 que, mediante la amplificaciôn del exôn 14, permite verificar en higado la 
presencia de las dos variantes descritas en humano. El anâlisis de los productos 
amplificados mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% ha permitido identificar dos 
bandas. Se secuenciaron estos fragmentos y se compararon las secuencias résultantes con 
357 pb y 387 pb, respecfivamente con la secuencia de humano. Se verified que el 
fragmento adicional de 30 pb présenta homologia con el exôn 14 de la variante 1.
Se caracterizaron dos trânscritos en dos animales Guadyerbas y dos Landrace, uno 
de 4116 pb homôlogo a la variante 1 de humano y otro de 4086 pb homôlogo a la variante 
2. En ambos casos la homologia con las secuencias de humano es de un 87.5%. Se 
detectaron dos polimorfismos (Tabla 4.6) uno silcntc y otro en la regiôn 3’UTR.
Tabla 4.6. Polimorfismos detectados en el ADNc del gen A C L Y
Gen Posiciôn Exôn Cambio Aminoacidico
A C L Y C . 2 7 9 0 O T
c.*523T>C
24
3’UTR
Sinônimo, Pro
Se analizô si el polimorfismo detectado en la regiôn 3’UTR podria afectar a alguna 
diana de microARNs pero ninguna de las herramientas utilizadas y bases de datos 
consultadas generô ningûn resultado.
4.2.2. Anâlisis, secuenciacion y bûsqueda de polimorfismos en la regiôn 
promotora del gen ACLY
Ren et al. (2008) descnbieron la secuencia de la regiôn promotora del gen A C L Y  
(N° de acceso GenBank: EU073663) en porcino. Se disenaron dos parejas de 
oligonucleôtidos para amplificar dos fragmentos solapados (Tabla 4.7) permitiendo el 
conocimiento de 755 pb de los 870 descritos. Estos fragmentos se amplificaron en ADN 
genômico de los parentales Ibéricos y Landrace del cruce. Sin embargo, después del 
ensamblaje y alineamiento de las secuencias ningûn polimorfismo fûe detectado.
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Tabla 4.7. Oligonucleôtidos usados en la secuenciaciôn de la regiôn promotora del gen
A C LY ._________________________________________________________________________
Nombre Secuencia (5’- 3’) T,, MgCl; Longitud
ACLŸPROMIF AGGGGGAGGCAGCCATTCATTCA 
ACLYPROMIR CCTCGGGTCCGGGGTCCAG 
ACLYPROM2F ACACCGCAGCCCGCCACATC 
ACLYPROM2R GCCCAACTCGCCGCCTACCTTC
63”C 2.0 mM 694 pb
63°C 2.0 miM 450 pb
4.2.3. Genotipado de polimorfismos del gen ACLY.
Se genotiparon los dos polimorfismos detectados mediante dos protocolos de 
pirosecuenciaciôn (Tabla 4.8).
Tabla 4.8. Oligonucleôtidos utilizados en el genotipado de los polimorfismos c.2790 C>T y 
c.*523 T>C. del gen A C L Y
Nombre Secuencia (5’- 3’) T , MgCIj Longitud
Pyr-c.2790F GTTCGGGGGTGCCCTGGA
Pyr-c.2790R
Pyr.c.2790S
Pyr-c.*523F
Biot-GGATGATGCCGCTGTCAAAA
GTTCGGGGGTGCCCT
Biot-CCCTIGGAGG.MM\GG.M3TGA
6 r c 2.0 mM 65 pb
Pyr-c.*523R
Pyr.c.*523S
TCAGGTTATATGAGGAGGAAGAAA
GTTATATGAGGAGGAAG.\AA
60"C 2.5 mM 110 pb
En la tabla 4.9 se representan las frecuencias alélicas de ambos SNPs. En una 
primera etapa, ambos polimorfismos fueron genotipados en la FO para comprobar su 
segregaciôn en el cruce. Se observô que el polimorfismo c.2790C>T segrega con 
frecuencias extremas, mientras que el polimorfismo c.*523 T>C segrega a frecuencias 
intermedias. Ambos polimorfismos fueron genotipados en el resto de generaciones del 
IB M \P  exceptuando el RC2 que se genotipô solamente para el SNP c.*523 T>C por ser 
mâs informativo.
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Tabla 4.9. Frecuencias alélicas de los polimorfismos c.2790 C>T y c.*523 T>C del gen 
A C L Y  en el cruce IBMAP
Generaciôn Numéro Alelol Alelo 2
FO
Padres Ib (3) 
Madrés Ld (30)
1
0.68
0
0.32
F2 Individuos (388) 0.81 0.19
Parentales F3
Padres F2 (3) 
Madrés F2 (15)
0.83
0.87
0.17
0.13
c.2970T>C
F3 Individuos (55) 0.87 0.13
Parentales RCl
Padres F2 (4) 
Madrés Ld (22)
0.88
0.68
0.12
0.32
RCl Individuos (78) 0.78 0.22
F3+RC1 Individuos (133) 0.82 0.18
FO
Padres (3) 
Madrés (30)
0.83
0.42
0.17
0.58
F2 Individuos (387) 0.43 0.57
Parentales F3
Padres (3) 
Madrés (15)
0.5
0.37
0.5
0.63
F3 Individuos (55) 0.39 0.61
c.*523 T>C
Parentales RCl
Padres (4) 
Madrés (22)
0.63
0.55
0.37
0.45
RCl Individuos (79) 0.61 0.39
Parentales RC2
Padres (5) 
Madrés (25)
0.40
0.36
0.60
0.64
RC2 Individuos (137) 0.42 0.58
F3+RC1+RC2 Individuos (271) 0.47 0.53
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4.3. Gen Sterolregulatory element binding factor 1 {SREBFl)
4.3.1. Anâlisis, secuenciaciôn, bûsqueda y selecciôn de polimorfismos del 
ADNc del gen SREBFl
Se utilizô la secuencia NM_214157, descrita como secuencia compléta del mARN 
del gen SREBFl en Sus scrofa. Esta secuencia contiene 3830 pb, estmcturados en 20 exones 
que codifican para una proteina de 1151 aminoàcido s y es homôloga a las secuencias de 
este gen descritas en humano y ratôn respectivamente. Se disenaron siete parejas de 
oligonucleôtidos que permiten la amplificaciôn de siete fragmentos solapados, desde el 
exôn 1 hasta el exôn 20 (Tabla 4,10). Tras ensamblar los siete fragmentos se obtuvo una 
secuencia de 3619 pb. Esta secuencia présenta un 86% de homologia con la secuencia 
descrita en humano.
Tabla 4.10. Oligonucleôtidos utilizados en la caracterizaciôn del ADNc del gen SREBFl 
Nombre_____________Secuencia (5*- 3’)_____________ MgCl; Longitud
SREBFl.
SREBFl.
_1F
_1R
CGCCATGGACGAGCCGCCCTTCA
GGGGGTGGCCGTGGCTGTGL3CA
2.0 rrAI 664 pb
SREBFl.
SREBFl.
_2F
_2R
TCTCCGTGCACACCCAGGTTC.\AA
GGGGGCGGGCTÆ 3GGGTGTCTAC
63=C 2.0 mM 691 pb
SREBFl.
SREBFl.
_3F
_3R
TTGCGCAAGGCCATCGACTACAT
CGCGTGACCGGCTCTCCATAG
6 3 T 2.0 mM 629 pb
SREBFl.
SREBFl.
_4F
_4R
GCCCTGTGCGTGCTCGTCTTCCTC
GCACACGGCCCAGTCCCCATCCAC
6 0 T 2.0 mM 876 pb
SREBFl.
SREBFl.
_5F
_5R
GCTGCCCTGCGAGTCAAGACC
GGTACCCACTGGCCTTCTCACAC
60°C 2.0 mM 691 pb
SREBFl.
SREBFl.
_6F
_6R
CCGCGGGAAGGCAGAGTC
CCGGGCGGCAGGTAGCAG
6 0 T 2.0 mM 519 pb
SREBFl.
SREBFl.
_7F
_7R
CTGCCATGCGGAGGGTGTTC
CGGGGTGCGGGCTGGAC
6(TC 2.0 mM 527 pb
Se amplified el ADNc extraido de muestras de mûsculo longissimus dorsi de dos 
animales Guadyerbas, dos Landrace y dos individuos pertenecientes al RC2. Tras el 
ensamblaje y alineamiento de las secuencias se detectaron seis polimorfismos (Tabla 4.11)
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en la region codificante del gen, cinco de ellos sinonimos y uno, el SNP c.2597C>T, 
produce un cambio de Treonina a Metionina en la posiciôn 866 de la proteina.
Tabla 4.11. Polimorfismos detectados en el ADNc del gen SREBFl
Gen Posiciôn Exôn Cambio Aminoacidico
SREBFl C .1110T 2 Sinônimo, Asn
c.219G>A 2 Sinônimo, Pro
C .9960T 5 Sinônimo, lie
c.l023T>C 5 Sinônimo, Asn
C.1035OT 5 Sinônimo, lie
C.25970T 15 Thr 866 Met
c.2613G>A 16 Sinônimo, Pro
Se realizô un anâlisis in-silico para investigar la posible relevancia de estos 
polimorfismos mediante las herramientas disponibles en internet.
Figura 4.3.a) Predicciôn de dominios estructuralesde la proteina SREBFl detectados con la 
aphcaciôn SAL3RT. b) Simulaciôn /«-süico generada con el software PSIPRED de la 
estructura secundaria de la proteina SREBFl para la regiôn que contiene el aminoàcido 
alterado por el SNP c.2597 A>G.
a)
C .2 5 9 7 0 T
t
L os rectângulos rosas representan dom inios de baja com plejidad y el cuadrado m âs grande con  
las siglas IILII indica la existencia de un dom inio  hclicc-bucle-hélice, este d o m in io  estâ 
form ado por 50 am inoâcidos
b)
C .2 5 9 7 0 T
I I I I IConf: 31 
Pred:
Pred: HHHHHHCCCCCCCCCCCCCCcEcfccCCCCCCCCCCHHHHH 
AA: QLLNSCCDTAGAPACSFS I A ST T M T A G rOP .^^AKVfWAS LT
850  860
C:  Fspiral 11: I lélice
8 7 0 8 8 0
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De acuerdo con las predicciones de la herramienta SIFT, el polimorfismo 
c.2597C>T produce un cambio tolerado por la estructura de la proteina que, segün el 
modelo generado por las herramientas SMART y PSIPRED estâ localizado en una regiôn 
de baja complejidad (Figura 4.3). Las proteinas que contienen los dominios hélice-bucle- 
hélice, como parece ser el caso de la ACOX, actüan como factores de transcripciôn 
eucariotas con una influencia déterminante en una gran variedad de ru tas de desarroUo y 
estân muy conservados entre las diferentes especies.
Segùn las predicciones del “RNA Secondary Structure Prediction” los SNPs 
c.996C>T, c.l023A>G y c.2597C>T producirian cambios estructurales en la conformadôn 
secundaria del RNA, por lo que se decidiô Uevar cabo su genotipado en el material IBMAP.
4.3.2. Genotipado de polimorfismos del gen SREBFl.
Dos protocolos de amplificaciôn y secuenciaciôn fueron disenados para verificar la 
segregaciôn de los polimorfismos en la FO (Tabla 4.12). La pareja de oligonucleôtidos 
SREBFl Ex5F/SREBFlEx5R amplifica un fragmento del exôn 5, de 162 pb, que contiene 
los SNPs C .9 9 6  C>T y c.l023 T>C. Los fragmentos amplificados fueron alineados y se 
detectô un nuevo SNP, c.1035 C>T, con frecuencias extremas en los individuos parentales 
(Tabla 4.15)
Tabla 4.12. Oligonucleôtidos empleados en la secuenciaciôn del exôn 5 del gen SREBF1
Nombre Secuencia (S’- 3’) T. MgClj Longitud
SREBFlEx5F
SREBFlEx5R
ACAAGCTGCCCATCAACCG
TGCCCACCACCAGGTCCTT
6 6 T 2.0 mM 162 pb
El SNP c.2597C>T se encuentra a 5 pb del extremo del exôn 15 lo que imposibilita 
el diseho de cebadores sin el conocimiento de la secuencia intrônica adyacente. Se realizô 
una bûsqueda de secuencias genômicas de humano y ratôn que contuviesen el intrôn 15-16 
y se alinearon con las secuencias traza de porcino depositadas en las bases de datos para 
detectar alguna secuencia homôloga a las de humano (n” acceso GenBank; NT_010718.16) 
y ratôn (n° acceso GenBank: NT_096135.5 j  Mmll_95772_37). Se detectô una secuencia 
traza, dpcxa0_023376.zl, partir de la cual se realizô el diseho de oligonucleôtidos (Tabla 
4.1.3) que permitieron amplificar y secuenciar un fragmento de 318 pb en la FO del cruce.
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Se verified que el SNP c.2597C>T estâ segregando en la generaciôn parental del IBMAP 
con frecuencias intermedias (Tabla 4.16).
Tabla 4.13. Oligonucleôtidos empleados en la secuenciaciôn del fragmento del ADN 
genômico que contiene parte de los exones 15 y 16 del gen SREBFl
Nombre Secuencia (5’- 3’) T. MgCl, Long
SREBFl Exl5_ 
SREBFlExl5_
.16F
_16R
CGCTCGGCCGCCTCCTCGTC
TGTCCCAATGGCCACTCCTCTCCT
64°C 1.5 mM 318 pb
Comprobada la segregaciôn de estos cuatro polimorfismos, se disenaron protocolos 
para su genotipado mediante pirosecuenciaciôn. Como los polimorfismos c.996C>T, 
C.1023 T>C y c.1035 C>T estân todos localizados en el exôn 5 con una distancia de 162pb 
entre el pnmero y el ultimo, se ampüficô esa regiôn con la pareja de oligonucleôtidos 
SREBFlEx5F/SREBFlEx5R empleada en la secuenciaciôn (Tabla 4.12), tras marcar el 
oligo reverse con biotina en su extremo 5’. Debido a que el SNP c.996C>T se encuentra a 
27 pb de los otros dos SNPs, se disenaron dos oligonucleôtidos (Pyr- SNPIS y Pyr 
SNP2_3S) de secuenciaciôn para emplear en sendas reacciones de pirosecuenciaciôn. En 
una reacciôn se genotipô el SNP c.996C>T y en la segunda los SNPs c.l023T>C y 
c.l035C>T. Ademâs, se disehô un tercer protocolo de pirosecuenciaciôn para genotipar el 
polimorfismo c.2597C>T (Tabla 4.14). Los cuatro polimorfismos fueron genotipados en 
las generaciones FI y F2 del cruce IBMAP y las frecuencias alélicas obtenidas se 
representan en la tabla 4.15.
Tabla 4.14. Oligonucleôtidos empleados en el genotipado por pirosecuenciaciôn de los 
polimorfismos c.996C>T, c.l023A>G, c.1035 C>T y c.2597C>T.
Nombre Secuencia (5’- 3’) T, MgCl2 Longitud
SREBFl Ex5F AC.3AGCTGCCCATCAACCG
B-SREBFlEx5R 
Pyr- SNPIS
Biot TGCCCACCACCAGGTCCTT 
Æ3GCGGACGGCTCAC
66^ ’C 2.5 mM 162 pb
Pyr-SNP2_3S CTACCGCTCCTCCAT
Pyr-2597F Biot GCTCCTGCCTGCAGCTFCT
Pyr-2597R ÆA3CCCAGCCACACTGCACTC 60°C 1.5 mM 110 pb
Pyr-2597S CCTGGGGGCTCACCG
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Tabla 4.15. Frecuencias alélicas de los polimorfismos c. 
y c.2597C>T en los individuos parentales y F2.
.9 9 6 0 T , c.l023A>G, c.1035 O T
Polimorfismo Generaciôn Numéro Alelol Alelo 2
Padres Ib (3) 1 0
FO
C .9 9 6 0 T Madrés Ld (30) 0.80 0.20
F2 Individuos (386) 0.77 0.23
Padres (3) 1 0
FO
c.l023T>C Madrés (30) 0.52 0.48
F2 Individuos (388) 0.69 0.31
Padres (3) 1 0
FO
C.1035OT Madrés (30) 0.80 0.20
F2 Individuos (385) 0.93 0.07
Padres (3) 0.17 0.83
FO
C .25970T Madrés (30) 1 0
F2 Individuos (378) 0.54 0.46
Los polimorfismos c.l023T>C y c.2597C>T fueron los mâs informativos y, por 
ello se genotiparon en las restantes generaciones (F3, RCl y RC2) del cruce IBM3P (Tabla 
4.16).
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Tabla 4.16. Frecuencias alélicas de los polimorfismos c. 1023T>C y c 2 5 9 7 0 T  en los
individuos F3, RCl y RC2.
Generaciôn Numéro Alelol Alelo 2
Parentales F3
Padres (3) 
Madrés (15)
0.67
0.63
0.33
0.37
F3 Individuos (53) 0.68 0.37
Parentales RCl
Padres (4) 
Madrés (22)
0.75
0.70
0.25
0.30
c.l023T>C
RCl Individuos (77) 0.83 0.17
Parentales RC2
Padres (5) 
Madrés (25)
0.90
0.74
0.10
0.26
RC2 Individuos (136) 0.90 0.20
F3+RC1+RC2 Individuos (266) 0.77 0.23
Parentales F3
Padres (3) 
Madrés (15)
0.67
0.67
0.33
0.33
F3 Individuos (54) 0.72 0.28
Parentales RCl
Padres (4) 
Madrés (22)
0.5
0
0.5
1
C.25970T
Individuos (76) 0.75 0.25
Parentales RC2
Padres (5) 
Madrés (25)
0.5
0
0.5
1
RC2 Individuos (139) 0.75 0.25
F3+RC1+RC2 Individuos (269) 0.74 0.26
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4.4. Gen Acetyl-CoenzymeA carboxilase alpha {ACACA)
4.4.1. Busqueda de secuencia promotora, secuenciacion y detecciôn de 
polimorfîsmos.
Aunque no se dispone de informacion referente a porcino, se sabe que en otras 
especies de mami'feros la transcripcidn del gen A C A C A  esta controlada por tres 
promotores (PI, PIT y PIII). Este trabajo se ha centrado en la busqueda de polimorfismos 
en la region correspondiente a PI. Tras una busqueda en las bases de datos de posibles 
secuencias promotoras de otras especies se utilizaron las secuencias correspondientes a PI 
identificadas en humano (n° de acceso GenBank: AY315616) por (Mao et aL, 2003) y 
bo vino (n° de acceso GenBank: Aj 276223), por (Mao et aL, 2001) para buscar secuencias 
homologas en porcino. No se detectô ninguna secuencia homologa a la region PI de 
humano pero si a la de bovino. La secuencia encontrada corresponde al cion CH242-27L18 
(n° de acceso GenBank: FJ263680), que contiene la secuencia del gen A C A C A  en porcino. 
Se ha encontrado una homologia de un 82% en 442 nt, siendo 223 nt localizados en una 
region intronica entre los exones 1 y “Ic-like” y 219 en el exon “Ic-like”. Se introdujo este 
fragmento de 442 pb pares de bases en los programas AL3TINSPECTOR y TFSEARCH 
habiéndose detectado numerosos motivos de union a factores de transcripciôn. Se disehô 
una pareja de oligonucleotidos para secuenciar esta région en los parentales del cruce 
(Tabla 4.17) y detectar posibles polimorfismos.
Tabla 4.17. Oligonucleotidos utilizados en la secuenciacion del posible PI del gen porcino
Nombre Secuencia (5’- 3’) T . MgClz Longitud
ACACAPROMF
ACACAPROM
CCTGGGATGAATGGAGACACTG
GC.\AATACCCTGAG.YY3GCCTAAG
5 8 T
2.5
mM
500 pb
Las secuencias fueron editadas y ahneadas y se detectô un polimorfismo, A C A C A  
g.48001 A>G, localizado a 178 pb del extremo 5’ del fragmento homôlogo a la region PI 
bovina.
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4.4.2. Genotipado del polimorfismo ACACA g.48001 A>G
El polimorfismo se encuentra en una zona con un alto contenido en GC y su 
genotipado por pirosecuenciacion fue inviable. Se diseno entonces un protocolo de 
genotipado mediante PCR-RFLP. La reacciôn de amplificaciôn se realizô con la mis ma 
pareja de oligonucleotidos que se habia empleado en la secuenciacion. El polimorfismo 
A C A C A  g.48001 A >G genera una diana polimôrfica para el enzima Msp\, ademâs de otra 
diana monomôrfica que esta présente en el mismo fragmento. De tal manera, que los 
individuos homocigotos presentan dos fragmentos digeridos (281 y 219 pb), los
homocigotos GG tres fragmentos (281, 146 y 73 pb) y los heterocigotos cuatro. Las 
reacciones de PCR-RELP se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.5% 
(Figura 4.5).
Figura 4.5. Patron electroforético del poUmorfismo A C A C A  g.48001A>G PCR-RFLP 
Msp\.
AA AG AG GG
Mediante esta técnica se genotiparon todos los individuos del cruce experimental 
Ibérico x Landrace detectândose una segregaciôn con frecuencias intermedias en las 
generaciones F2, F3 y ambos retrocmces (Tabla 4.18).
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Tabla 4.18. Frecuencias alélicas del polimorfismo A C A C A  g.48001A>G en el cruce
Polimorfismo Generaciôn Numéro Alelo 1 Alelo 2
Padres (3) 0.17 0.83
FO
Madrés (30) 0.60 0.40
F2 Individuos (391) 0.59 0.41
Padres (3) 0.33 0.67
Parentales F3
Madrés (15) 0.57 0.43
F3 Individuos (55) 0.45 0.55
g.48001 A>G Padres (4) 0.38 0.62
Parentales RCl
Madrés (22) 0.55 0.45
RCl Individuos (78) 0.46 0.54
Padres (5) 0.70 0.30
Parentales RC2
Madrés (25) 0.34 0.66
RC2 Individuos (145) 0.52 0.48
F3+RC1+RC2 Individuos (278) 0.49 0.51
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5.1 MAPEO DE LIGAMIENTO
Para construir un nuevo mapa de ligamiento del cromosoma 12 porcino, ademâs de 
la informacion empleada en el estudio previo (Munoz et aL, 2007) se incorporé la 
informacion del genotipado de los polimorfismos A C LY\ c.*523T>C y SREBFf. c.1023 
T>C y de los haplotipos definidos por los polimorfismos A C 0X 1: c.[481G>C; 1238A>G; 
*21G>A]. En total fueron utilizados siete polimorfismos detectados en genes candidatos 
(FASN, A C 0 X 1 , GH, A C LY , GIF, A C A C A  y SREBF1) y seis microsatélites (j0143, 
w l307, su/874, rwrl802, j0106 y jwrl021).
La longitud del nuevo mapa promedio entre ambos sexos fue de 136.2 cM (Figura 
5.1) con una distancia media entre los marcadores de 10.48 cM. Los genes A C 0 X 1 , A C L Y  
y SREBF1 se locaüzaron en las posiciones 17.5 cM, 48.6 cM y 136.2 cM.
Figura 5.1. Mapa de ligamiento promedio entre ambos sexos del SSC12 construido a partir 
de los datos de genotipado en los individuos de la F2.
0 cM _ FASN
2 cM — S0143
17.5 c M __ —  ACOX
36.7 cM _ ___GH
39.5 cM — — SW1307
48.6 cM — — ACLY
62.6 cM — G IP
69.3 cM — — SW874
80.0 cM — — SWR1802
86.4 cM — — ACAEX46
106.4cM — SO106
1 2 2 . 6 c M _ __ SWR1021
136.2cM — — SREBF
loglO_like = -953.70
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5.2 ANÀLISIS DE DETECCIÔN DE QTLs
Utilizando la informacion detallada anteriormente se realizo el anâlisis de detecciôn 
de QTLs para el porcentaje de los diferentes âcidos grasos en grasa subcutanea asi como 
para los diversos indices calculados (Tabla 3.1). Para ello se utilizô la metodologia descri ta 
en el apartado de anâlisis estadistico de materiales y métodos 3.7.2.
Los umbrales de significaciôn cromosômica calculados, de acuerdo con el numéro 
de marcadores y con la longitud total del cromosoma, fueron 19.86, 15.24 y 11.98 en 
contrastes con dos grados de libertad, asociados con errores de tipo I de 0.1, 1 y 5% 
respectivamente. Los valores respectivos para contrastes con un grado de libertad fueron 
16.49,12.15 y 9.14.
Un primer examen de los perfiles de la razôn de verosimilitud obtenidos en estos 
anâlisis revelô dos regiones cromosômicas con presencia de QTLs significativos para 
algunos de los caractères citados anteriormente. La primera de estas regiones (QTLl) se 
localiza en el intervalo situado entre 27 y 52 cM (Figura 5.2 a) y la segunda (QTL2) entre 72 
y 92 cM (Figura 5.2 b). Los principales resultados, que se detallan en la tabla 5.1, indican 
que la mayoria de los efectos detectados son aditivos.
El QTLl se localiza en la regiôn proximal del cromosoma 12 entre los marcadores 
A C 0 X 1  y A C LY, El efecto mâs signifïcativo afecta al porcentaje de âcido linolénico 
[Cl8:3 (n-3)] y estâ situado en la posiciôn 38 cM. Cercano a este (24 - 41 cM) se ha 
detectado otro efecto sobre el porcentaje de âcido gadoleico [C20:l(n-9)j asi como efectos 
sobre el porcentaje de âcido palmitico (C l6:0) y la Longitud Media de la Cadena (ACL) del 
total de âcidos grasos, localizados respectivamente en las posiciones de 46 y 45 cM. Los 
efectos génicos detectados son aditivos para todos los caractères excepto para el C l8:3 (n- 
3) que présenta efectos aditivos y dominantes significativos. El alelo Q (Ibérico) incrementa 
el contenido de C l6:0 en 1.57 % y produce una disminuciôn en la longitud media de la 
cadena (ACL), asi como en los porcentajes de C20:l (n-9) y C18:3 (n-3), donde el efecto de 
la combinaciôn heterocigota (Qq) es mâs parecido al del genotipo homocigoto (qq) 
Landrace.
EL QTL2 mapea en la regiôn del cromosoma 12 comprendida entre los 
marcadores w r l802 y A L G A 0\0495 \, en la que se detectaron varios efectos sobre los 
porcentajes de los âcidos miristico (C l4:0), palmitoleico [(C16:l (n-9)], esteânco (C l8:0) y 
vaccénico [(Cl8:1 (n-7)]. El efecto sobre C l4:0 es pnncipalmente dominante y el valor 
mâximo de la razôn de verosimilitud (LR) estâ situado en 74 cM. Sin embargo los efectos
74
4. RESULTADOS Grasa subcutanea
Figura 5.2. Perfiles de los diferentes tests de la razon de verosimilitud a lo largo del 
cromosoma 12. a) Caractères afectados significativamente por el QTLl. b) por el QTL2.
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sobre los otros tres âcidos grasos son aditivos, y los valores mâximos de LR estân 
localizados en la posiciones 84 [(Cl6:1 (n-9)] y 86 cM [C l8:0; C l8:1 (n-7)], prâcdcamente 
coincidentes con la localizaciôn del gen A C A C A  (86.4 cM). El alelo Q  (Ibénco) del QTL2
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74 (72-76) 15.02** 5.45 X 10 '
46 (39-52) 13.69** 2.16 X 10 '
84 (79-89) 11.41* 7.31 X 10'
86 (80-91) 11.63* 6.48 X 10 '
86 (78-92) 12.46** 4 .1 5 x 1 0 '
38 (27-40) 18.33** 1.05 X 10 '
33 (24-41) 12.93** 3.23 X 10 '
45 (38-52) 15.54* 8.05 X 10 '
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incrementa el porcentaje de C l4:0, C l6:1 (n-9) y C l8:1 (n-7) y decrece el contenido del âcido 
graso Cl 8:0.
Tabla 5.1. Resultados significativos del anâlisis de detecciôn de QTLs para contenido de 
âcidos grasos en grasa subcutânea. Posiciôn en el cromosoma 12 e intervalo de confianza 
del QTL (cM), valor mâximo de la razôn de verosimilitud (LR), P-nominal, efectos aditivo 
{a) y dominante {d) y sus errores estândar (entre paréntesis).
Carâcter a (ES) d (ES) Posiciôn en cM (1C) LR P nominal
C l4:0 0.024 (0.013) -0.050 (0.020)
C16:0 0.331 (0.089)
C16:l (n-9) 0.096 (0.028)
Cl 8:0 -0.343 (0.100)
C18:l (n-7) 0.090 (0.025)
Cl 8:3 (n-3) -0.029 (0.013) 0.052 (0.019)
C20:l (n-9) -0.060 (0.016)
ACL -0.010 (0.002)
N iv c lc s  d e  s ig n if ic a c iô n  c r o m o s o m ic a :  ** P = 0 .0 1 ; * P -  0 .0 5
Ademâs, se realizô un anâlisis para discernir, en cada una de las citadas regiones 
cromosômicas, entre la presencia de un solo QTL con efectos pleiotrôpicos sobre varios 
âcidos grasos (hipôtesis nula) y la hipôtesis alternativa de dos QTLs con efectos sobre 
diferentes âcidos grasos. Para ello se realizaron contrastes entre modelos de dos QTLs y de 
un ônico QTL con efectos pleiotrôpicos sobre diversas parejas de âcidos grasos. Estos 
contrastes sôlo se realizaron con los QTLs con efectos exclusivamente aditivos. En todos 
los casos el valor de P nominal obtenido fue infenor al umbral de significaciôn (x^5|i| = 
3.84), por lo que no se pudo rechazar la hipôtesis nula de un ùnico QTL, en cada una de las 
regiones del cromosoma, con efectos pleiotrôpicos en diferentes âcidos grasos.
A partir de la hipôtesis de un modelo de un solo QTL en cada regiôn cromosômica 
de interés con efectos pleiotrôpicos sobre distintos caractères se testô un modelo 
multicarâcter de efectos aditivos para cada uno de los dos QTLs. Se utilizô un modelo 
multicarâcter con efecto del QTLl sobre los âcidos grasos C l6:0 y C20:l (n-9) y el indice 
ACL. Y un modelo multicarâcter con efecto del QTL2 sobre C16:l(n-9), C l8:0 y C18:l(n- 
7). El objetivo de estos anâlisis fue el de precisar la posiciôn de ambos QTLs utilizando
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conjuntamente toda la informacion fenotipica influida por éstos. Los resultados se detallan 
en la tabla 5.2.
Tabla 5.2. Resultados del anâlisis multicarâcter de detecciôn de QTLs para contenido de 
âcidos grasos en grasa subcutânea.
QTL Carâcter Posiciôn en cM a (ES) LR P nominal
C16.0 0.291 (0.083)
QTLl C20:l (n-9) 40 -0.052 (0.015) 21.81 7.11 X 10^
ACL -0.010 (0.002)
Cl 6:1 (n-9) 0.096 (0.029)
QTL2 Cl 8:0 86 -0.342 (0.099) 16.49 8.98 X 10 '
C18:l (n-7) 0.091 (0.025)
5.3 ANÂLISIS DE ASOCIACIÔN DE SNPs EN GENES CANDIDATOS ACOXl, 
ACLYy ACACA
5.3.1. Modelo animal estândar
En pnmer lugar, los genes A C 0 X 1  y A C L Y  fueron evaluados como posibles genes 
subyacentes al QTLl, localizado entre 27 y 52 cM, que afecta a la longitud media de la 
cadena y a los âcidos grasos C l6:0, C l8:3 y C20:l (Tabla 5.3). En el caso del gen A C 0 X 1 , 
se analizô el efecto de los haplotipos H1 (c.[481G; 1238A; *21 G]) y H2 (c.[481C; 1238G; 
*21 A]) detectados en el cruce IBALAP. Sôlo se utilizô un modelo con aditividad debido a la 
baja informatividad de estos haplotipos. Sin embargo, para el anâlisis del polimorfismo 
A C L Y :  c.*523T>C, con frecuencias intermedias en los animales F2 (T =0.43 y C = 0.57), 
se utilizaron también modelos con aditividad y dominancia. No se detectô ningun efecto 
signifïcativo de estos polimorfismos o haplotipos sobre los caractères estudiados, tan sôlo 
efectos aditivos sugestivos del haplotipo H1 del gen A C 0 X 1  sobre el âcido graso C20:l(n- 
9), con un valor de 0.045 ± 0.024 (P < 0.065), y del SNP A C LY :  c.*523T>C sobre el âcido 
graso C l6:0, con un valor de 0.182 ± 0.099 (P < 0.059). En la siguiente tabla se presentan 
los resultados obtenidos con el modelo con aditividad ya que los resultados obtenidos con 
un modelo con aditividad y dominancia eran menos relevantes.
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Tabla 5.3. Resultados del anâlisis de asociacion para los haplotipos del gen A C 0 X 1  y el 
SNP A C LY ; c.*523T>C con un modelo animal estândar.
Haplotipo/SNP Carâcter a (ES) LR P
A C 0 X 1 :  [H1;H2]^
A C LY : c.*523>C
C16:0 -0.137 (0.138) 1.05 0.304
Cl 8:3 0.016 (0.021) 0.68 0.410
C20:l(n-9) 0.045 (0.024) 3.40 0.065
ACL 0.002 (0.004) 0.18 0.670
C16:0 0.182 (0.099) 3.57 0.059
C18:3 -0.019 (0.015) 1.81 0.180
C20:l(n-9) - 0 -
ACL -0.004 (0.003) 2.11 0.150
Asimismo, el gen A C A C A  se évalué como gen candidato para el QTL2, con 
efectos sobre el porcentaje de C l4:0, C l6:1 (n-9), C18:0 y C l8:1 (n-7). Los polimorfismos 
analizados fueron A C A C A : g.48001 A>G, caracterizado en el présente estudio, y 
A C A C A :  c.5634T>C, caracterizado previamente por Muhoz et al. (2007) (Tabla 5.4). En 
ambos casos se utilizaron tanto un modelo completo con efectos aditivos y dominantes 
como otro solo con efectos aditivos. En el caso del SNP A C A C A :  g.48001A>G se detectô 
un efecto signifïcativo del polimorfismo sobre el porcentaje del âcido esteârico (C l8:0) de 
0.248 ± 0.096 {p < 0.01). Los resultados mâs significativos se detectaron en la asociaciôn 
entre el SNP A C A C A : c.5634T>C y los porcentajes de C 16:1 (n-9), C18:0 y C l8:1 (n-7). El 
alelo C produce un incremento en los porcentajes de los dos âcidos grasos insaturados y 
una disminuciôn del porcentaje de C l8:0. Estos resultados concuerdan con los obtenidos 
en el estudio anterior, aunque los efectos estimados en el présenté trabajo son de mayor 
magnitud y mâs significativos. En ningun caso se encontraron efectos dominantes 
significativos.
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Tabla 5.4. Resultados del anâlisis de asociacion de los SNPs del gen A C A C A : g.48001 
A >G  y c.5634T>C con el modelo animal estândar.
SNP Carâcter a (ES) LR P
A C A C A : g.48001 A>G
A C A C A :  c.5634T>C
C14:0 -0.084 (0.012) 0.47 0.490
C16:l(n-9) -0.038 (0.027) 1.93 0.164
Cl 8:0 0.248 (0.096) 6.57 0.010
C18:l(n-7) -0.033 (0.025) 1.87 0.127
C14:0 0.009 (0.013) 0.47 0.493
C16:l(n-9) 0.102 (0.030) 12.23 4.69 X 10 '
C18:0 -0.331 (0.104) 9.90 0.001
C18:l(n-7) 0.093 (0.026) 13.05 3.03 X 10 '
5.3.2. Modelo animal de asociacion asistida por marcadores
Es sabido ya que los cruces F2 entre lineas divergentes facilitan la detecciôn de 
QTL (\^arona et ai, 2005) pero dificultan la distinciôn entre mutaciones causales y neutras 
dado el fuerte desequilibrio de ligamiento generado en dichos cruces. El test de asociaciôn 
asistida por marcadores (apartado 3.7.3.2) se realizô con el objetivo de reducir la 
proporciôn esperada de falsos positives. El anâlisis de asociaciôn con este modelo mâs 
complejo, que incorpora los efectos del QTL y del polimorfismo, se Uevô a cabo para 
aquellos polimorfismos que resultaron significativos en el anâlisis de asociaciôn anterior. 
Para ello se contrasta el modelo dônde se contemplan los efectos del SNP y del QTL frente 
a cada uno de los modelos que contemplan sôlo uno de los efectos.
Los polimorfismos A C A C A :  g.4800lA>G y A C A C A :  c.5634T>C fueron 
igualmente analizados mediante este procedimiento (Tabla 5.5). Como resultado del anâlisis 
entre A C A C A : g.48001 A >G  y el porcentaje de C l8:0, en el primer contraste se 
mantuvieron los efectos significativos del SNP, pero en el segundo, los efectos del SNP ya 
no fueron significativos. En la figura 5.3 se observa como el perfîl del LR disminuye 
cuando se incluye el efecto del SNP. Cuando se analizô el polimorfismo A C A C A : 
c.5634T>C con este modelo se obtuvieron resultados mâs concluyentes que con el anterior 
polimorfismo. El efecto del SNP es altamente signifïcativo, y ademâs se reducen o 
desaparecen los efectos del QTL correspondiente en su primitiva posiciôn (Figura 5.3).
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Tabla 5.5. Contraste del efecto de los SNPs en el gen A C A C A , g.48001A>G y c.5634T>C 
analizados en el test de asociaciôn por marcadores.
Ffecto del SNP Q'FL
SNP (iarâcter LR P
a
(F:s)
cM LR P nominal
a
(ICS)
g.48001A>G Cl 8:0 5.76 0.0164
0.237
(0.098)
86 5.73 0.0166
-0.260
(0.108)
Cl 6:1 (n-9) 13.27 2.70 X 10 "
0.120
(0.032)
3 5.44 0.0197
0.062
(0.027)
C.5634TX: Cl 8:0 9.04 2.64 X 10 "
-0.317
(0.105)
85 2.70 0.099
-0.242
(0.147)
C18:l(n-7) 11.53 0.0068
0.092
(0.027)
1 5.22 0.022
0.053
(0.023)
Figura 5.3. Perfil de la razôn de verosimilitud de QTL cuando se incorpora en el modelo el 
polimorfismo correspondiente. Las lineas continuas representan el anâlisis con el modelo 
de un QTL y las discontinuas el anâlisis con el modelo que incluye ademâs el SNP 
correspondiente. Perfiles correspondientes a los anâlisis: a) g.48001A>G/C18:0 b) 
c.5634T>C/C16:l(n-9) c) c.5634T>C/C18:0 d) c.5634T>C/C18:l(n-7).
a) Efecto de g.48001A>G en C18:014
P =  0.0112
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P =  0.05
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Efecto de c.5634T>C en C16:l (n-9)
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Efecto de c.5634T>C en C18:0
14
12
10
8
6
IQTL
4
MAAT
2
0
cM
d) Efecto de c.5634T>C en C18:l(n-7)
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81
4. RESULTADOS Grasa subcutânea
Este resultado indica que el desequilibrio con la mutacion causal es mayor, en el 
caso del SNP, que en el del QTL. Para contrastar la causalidad del SNP es necesario 
comprobar la consistencia de sus efectos en otras poblaciones y realizar estudios de 
expresion y/o funcionales.
5.4. OTROS ANÀLISIS DE ASOCIACIÔN
5.4.1. Modelo de tres alelos.
Este modelo asume que el polimorfismo, en este caso el SNP A C A C A  c.5634T>C, 
estâ ligado a la mutacion causal solamente en una de las poblaciones parentales. En el 
modelo se distinguen tres alelos: un alelo C asociado al origen Ibénco (CJ, un segundo 
alelo C asociado al origen Landrace (C, r) y un tercero alelo T de origen exclusivo Landrace. 
El modelo general se ha descrito en Material y Métodos (3.6.3). El modelo con tres alelos 
se ha denominado M ia y el de dos alelos Afia.
En la tabla 5.6 se describen los resultados del anâlisis de asociacion con el modelo 
con tres alelos. Donde a, es el efecto de sustitucion del alelo Ibérico y a,  ^ el efecto de 
sustitucion del alelo Landrace. El anâlisis de asociacion solo fue realizado para aquellos 
âcidos grasos para los que se detectô QTL con efecto sobre los mismos en una posicion 
cercana a la localizaciôn del gen A C A C A . En la ultima columna se comparan los modelos 
Af3a vs M5a.
La comparaciôn entre estos modelos mediante la razôn de verosimilitud indica que 
los resultados no aportan evidencia de que el modelo de tres alelos explique mejor los 
resultados que el test de asociaciôn mediante el modelo animal estândar con dos alelos.
Tabla 5.6. Resultados de los anâlisis de asociaciôn realizados para el polimorfismo A C A C A  
c.5634T>C con un modelo de tres alelos.
Caracter LR P a, (ES) L^R (ES) M5a vs M3a
C14:0 0.87 0.647 0.012 (0.014) 0.002 (0.002) 0.40
C16:l 13.64 0.005 0.112 (0.030) 0.062 (0.040) 1.41
Cl 8:0 12.18 0.002 -0.373 (0.107) -0.178(0.151) 2.28
Cl 8:1 (n-7) 14.34 7.68 X 10 ' 0.103 (0.027) 0.057 (0.039) 1.29
X“os|i| -3.84 y y-oini -  6.64.
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5.4.2, Test de asociaciôn con haplotipos.
Los genotipos de los polimorfismos del gen ACACA (g.48001 A >G y c.5634T>C) 
analizados en este trabajo permiten définir cuatro haplotipos en el cruce IBMAP: H1 
[g.48001A; C.5634C], H2 [g.48001 G; C.5634C], H3 [g.48001A; C.5634T], H4 [g.48001 G; 
C.5634T). Las frecuencias haplotipicas de estas combinaciones en los animales de la F2 
fueron respectivamente: 0.35, 0.27, 0.34 y 0.04.
En la tabla 5.7 se muestran los resultados del test de asociaciôn que al igual que en 
el anâlisis anterior sôlo se aplicô para aquellos âcidos grasos para los que se detectô QTL 
con efecto sobre los mismos en una posiciôn cercana a la localizaciôn del gen A C A C A , En 
este test se compara un modelo de haplotipos (A46a) frente a un modelo de dos alelos 
(M2a). En la ultima columna de la tabla 5.7 se refleja esta comparaciôn que no supera los 
umbrales de distribuciôn con dos grados de libertad (5.99 y 9.21 al 5 y 1% 
respectivamente). Por lo tanto este modelo no explica mejor los resultados que el test de 
asociaciôn con dos alelos.
Tabla 5.7. Resultados de los anâlisis de asociaciôn realizados con las combinaciones 
haplotipicas de los polimorfismos g.48001A>G y c.5634T>C.
Caracter LR P Af6a vs Af2a
C14:0 2.33 0.507 0.73
C16:l 11.73 0.008 -
Cl 8:0 14.18 0.003 2.14
Cl 8:1 (n-7) 13.34 0.004 0.15
Xh)5|2| =5.99 y X" 01121 =: 9.21
5.5. ANALISIS DEL POLIMORFISMO ACACA c.5634T>C EN CERDOS 
IBÉRICOS PUROS Y CRUZADOS CON DUROC
Los efectos del polimorfismo A C A C A :  c.5634T>C sobre el perfil de âcidos grasos 
de grasa subcutânea recogidos en las tablas 5.4 y 5.5 fueron evaluados en animales 
pertenecientes a un nucleo de selecciôn de cerdos Ibéricos, asi como en animales
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procedentes de cruces de cerdas del citado nucleo con verracos Duroc. Otros detalles de 
este ensayo se han descrito en Material y Métodos.
5.5.1. Animales Ibérico x  Ibérico
Un total de 174 animales Ibéricos puros fueron genotipados para el polimorfismo 
A C A C A : c.5634T>C. El alelo mâs frecuente fue el alelo T (0.68) a diferencia de lo 
observado en los parentales ibéricos del cruce IBMAP, en los que aparece fijado el alelo 
alternativo C.
Como resultado del anâlisis de asociaciôn entre el SNP A C A C A :  c.5634T>C y el 
perfil de âcidos grasos de grasa subcutânea mostrado en la tabla 5.8 se detectô asociaciôn 
significativa entre el polimorfismo y los âcidos grasos C12:0 y C14:0. La sustdtuciôn del 
alelo T por el C produce un incremento del porcentaje de ambos âcidos grasos. En el cmce 
IBMAP no se detectaron efectos de este SNP sobre estos âcidos grasos. Por el contrario no 
se detectô asociaciôn significativa sobre los âcidos grasos C l6:1 (n-7), C18:0 y C l8:1 (n-7), 
para los cuales, en el cruce IBMAP, el alelo A C A C A  C.5634C produda un efecto negativo 
sobre el âcido graso Cl 8:0 y positivo sobre los dos restantes.
Tabla 5.8. Resultados mâs relevantes del anâlisis de asociaciôn entre el polimorfismo 
ACACA-. c.5634T>C y el perfil de âcidos grasos en grasa subcutânea.
Carâcter LR P ^ .SNP (E8)
C12:0 5.50 0.019 0.002 (0.001)
C14:0 5.42 0.020 0.036 (0.015)
C16:l (n-9) 1.16 0.281 0.042 (0.039)
C18:0 0.04 0.844 -0.026 (0.132)
Cl 8:1 (n-7) 1.31 0.253 -0.211 (0.184)
5.5.2. Animales Duroc x Ibérico
Un total de 107 animales cruzados fueron genotipados para el SNP AC AC A : 
c.5634T>C. Se observaron frecuencias alélicas intermedias en esta poblaciôn (T = 0.48; C 
= 0.52). En el anâlisis de asociaciôn no se encontrô ningun efecto significativo del 
polimorfismo sobre los âcidos grasos analizados.
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5.6. ANÂLISIS DE EXPRESIÔN DEL GEN ACACA
La siguiente tarea realizada para validai los efectos de los SNPs del gen A C A C A  
sobre la composicion de âcidos grasos de grasa subcutânea fue analizar la expresion de este 
gen en muestras de este mismo tejido. Lo ideal hubiese sido realizar el anâlisis de expresion 
en muestras de los mismos animales pertenecientes a la generaciôn F2 en donde se hizo la 
toma de datos fenotfpicos y los anâlisis anteriormente expuestos. Sin embargo no se 
dispone de muestras de tejido s de los animales F2 para extracciôn de ARN y el estudio se 
hizo en la generaciôn RC2 del 1BNL3P, que tiene los mismos padres (machos Fl) que la F2 
y muestras de tejido disponibles.
Para cuantificar la expresiôn relativa del gen se empleô la técnica de PCR 
cuantitativa a tiempo real con “SYBR green” y se utilizaron dos genes control.
5.6.1. Selecciôn de genes control
Los genes control se expies an de manera constante bajo cualquier condiciôn 
universal en una muestra problema. Ademâs, es conveniente que el gen endôgeno présente 
niveles de expresiôn y eficiencia de amplificaciôn similares a los del gen problema que se 
quiere cuantificar. H as ta la fee ha no se conoce ningun gen endôgeno que sea universal y 
vâlido para todos los tejidos en dis tintas condiciones expérimentales. Por ello, en cada 
experimento hay que valorar si los genes seleccionados son adecuados y verificar que 
tengan la menor vanaciôn posible en la expresiôn.
Tabla 5.9. Parejas de oligonucleôtidos empleados para cuantificar los genes control, tamano 
del fragmento amplificado (pb) y temperatura de hibridaciôn (Ta)
Gen Secuencia del oligonucleôtido Pb Ta
B2MF TTCACACCGCTCCAGTAG
166 60
B2MR CCAGATACATAGCAGTTCAGG
GAPDHF TCGGAGTGÆACGGATTTG
219 60
GAPDHR CCTGGÆAGATGGTGATGG
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Basado en una bûsqueda bibliogràfica se seleccionaron dos genes para usarlos como 
control, el gen GAPDH  y el gen B2M. Las secuencias de las parejas de oligonucleotidos 
obtenidas de Kuijk (2007)se muestran en la tabla 5.9.
Se realizô una mezcla del ADNc de todos los individuos a ser valorados y, a partir 
de esta, se prepararon diluciones seriadas 1 /20 ,1 /40 , 1/80 y 1/160. Se utilizaron las cuatro 
diluciones por tripHcado, para disminuir el error de pipeteo, se midiô la expresiôn de los 
genes control y se realizô la curva estândar para medir la eficiencia de la PCR.
Calculados los Ct y las cantidades relativas de cada uno de los genes control, se 
utilizô la herramienta informâtica geNorm (Vandesompele et aL, 2002) para testai si los 
genes seleccionados eran adecuados como control. Se ha utilizado el indice de estabilidad 
(M), aceptândose como ôptimos valores por debajo de 1.5. (Tabla 5.10.) y, como ambos 
genes tuvieron un M inferior a este valor se aceptaron como genes control. Ademâs se 
obtuvieron valores de la eficiencia de la PCR comprendidos entre -3.1 y -3.6, el rango 
considerado ôptimo para normalizar los datos de expresiôn.
Tabla 5.10. Resultado de la eficiencia de la PCR de los genes control.
Gen Eficacia (E) Estabilidad (M)
B2M -3.308 0.545
GAPDH -3.277 0.545
5.6.2. Estudio de la expresiôn de! gen ACACA
Los animales fueron clasificados en funciôn de su genotipo para los polimorfismos 
del gen A C A C A  g.48001A>G y c.5634T>C. Se eligieron treinta animales de manera que 
hubiese diez de cada genotipo de ambos polimorfismos y se valorô la expresiôn del gen 
A C A C A  en muestras de grasa dorsal.
5.6.2.1. Diseno de oligonucleôtidos para PCR cuantitativa a tiempo real.
Segûn se ha descrito en varias especies la expresiôn del gen A C A C A  es bastante 
compleja (Mao el aL, 2003). Los trânscritos expresados difieren fundamentalmente en la 
secuencia de la zona 5’UTR (Figura 5.4). Por lo tanto, con el objetivo de detectar la maxima 
cantidad de expresiôn se disenô una pareja de oligonucleôtidos localizada en una zona 
comun a la mayoria de trânscritos que se pudiesen detectar en la grasa dorsal. Esta pareja
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estaba localizada entre los exones 5 y 6 y présenté un nivel optimo con un Ct alrededor de 
27. Los oligonucleôtido disenados, ACARTF(5’-CTGAGAGCTCGTnTGAAGGAATA- 
3’) y ACARTR (5’-TTTACTAGGTGCAAGCCAGACAT-3’), permitieron amplificar un 
fragmento de 281 pb con un valor elevado de eficiencia de PCR (-3.226).
Figura 5.4. Figura extraida de Mao et al. (2003) donde se représenta la heterogeneidad de la 
regiôn 5’-ARNm del gen A C A C A . A) Organizaciôn de la regiôn 5’UTR humana. Cada 
barra vertical représenta un exôn y los promotores se designan por PI, PII y PlII. B) 
Estructura de los trânscritos obtenidos a partir de cada uno de los tres promotores y 
comparaciôn con sus homôlogos en bovino, ovino y rata.
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5.6.2.2. Anâlisis de los resultados de expresiôn
Se calculé la curva estândar mediante el mismo procedimiento que se habia 
empleado con los genes control obteniéndose un valor de eficiencia de m=-3.226.
Como resultado del anâlisis de expresiôn del gen A C A C A  clasificado en base a los 
genotipos del polimorfismo g.48001A>G se detectô un efecto significativo de estos 
genotipos (P < 0.038). La comparaciôn multiple mediante el test de Tukey, mostrô que los
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individuos homocigotos ÆA y heterocigotos AG presentan una mayor expresion del 
trànscrito que los homocigotos G G  (Figura 5.5.a). En el caso de la clasificacion en funciôn 
de los genotipos del polimorfismo A C A C A : c.5634T>C, se detectô un efecto sugestivo (P 
< 0.072). Como se puede comprobar en la figura 5.5.b, la expresiôn de los individuos 
homocigotos CC es menor que la de los individuos con otros genotipos.
Figura 5.5. Expresiôn en grasa dorsal del gen A C A C A . a) Clasificacion en funciôn del 
genotipo g.48001A>G. b) Clasificacion en funciôn del genotipo c.5634T>C. Clases con 
letras distintas (a y b) corresponden a valores de expresiôn significativamente diferentes.
Genotipo ACACÆ g.48001A>G
^ P = 0.038
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6. RESULTADOS Gtasa intramuscular
6.1. ANÂLISIS ESTADISTICOS EN GRASA INTRAMUSCULAR
El contenido en grasa intramuscular y su composicion de âcidos grasos fueron 
medidos en muestras de longissimus dorsii procedentes de animales de las generaciones F3, 
RCl y RC2. El total de la informacion fenotipica disponible se ha resumido en la tabla 3.2. 
Todos estos individuos con datos fenotfpicos, asi como sus progenitores en las 
generaciones anteriores (FO, F l y F2), fueron genotipados con el PorcineSNPôO Genotyping 
BeadChip, asi como para los microsatélites y SNPs de genes candidatos utilizados en el 
anâlisis previo de la composicion de grasa subcutânea.
Del total de 62163 sondas incluidas en el citado PorcineSNPôO, solo 1.197 estân 
localizadas en el SSCI2 (build 9). Los SNPs utiles para el anâlisis del SSCI2 fueron 978, una 
vez descontados aquellos en que no fue posible discriminar de modo univoco los tres 
genotipos, ademâs de aquellos poco informativos por presentar una frecuencia del alelo 
menos frecuente (AL3F) inferior a 0.15.
A partir de estos datos se realizaron varios anâlisis empleando diferente numéro y 
tipo de marcadores genéticos. En el primero de ellos se combiné informacion de 26 SNPs 
elegidos entre los genotipados con el chip SNP60 con la informacion de seis microsatélites 
(anâlisis con informacion combinada) para obtener resultados fâcilmente comparables con 
los obtenidos en el anâlisis de grasa subcutânea. En el posterior anâlisis se utilizô 
ùnicamente la informacion proporcionada por el chip SNP60.
6.2. NUEVOS MAPAS DE LIGAMIENTO DEL CROMOSOMA 12
6.2.1. Anâlisis con informacion combinada
Para construir un segundo mapa de ligamiento del cromosoma 12, se utilizaron los 
datos de genotipado en animales pertenecientes a las generaciones F3, RCl y RC2 asi como 
en sus progenitores en las generaciones antenores (FO, F l y F2) empleando seis 
microsatélites {s0143, sn>1307, su/874, sivrlSOl, sOlOô y swr1021), el SNP del gen candidato 
SREBFP. c.1023 T>C y 26 SNPs del chip SNP60, distribuidos a lo largo del cromosoma y 
con M \F  superior a 0.30. En total fueron empleados 33 marcadores genéticos para la 
construccion de este mapa. En una primera aproximaciôn, también fueron incluidos SNPs 
de otros genes candidatos funcionales (FASN, A C 0 X 1 , GH, A C L Y , GIP, A C A C A ), pero 
fueron excluidos ya que no fue posible separar su posicion de la de los marcadores
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adyacentes. La longitud del nuevo mapa promedio entre ambos sexos fue de 93.9 cM 
(Figura 6.1) con una distancia media entre los marcadores de 3.02 cM.
Figura 6.1. Mapa genético promedio entre ambos sexos del SSCI2 construido a partir de 
los datos de genotipado en los mdividuos de la F3, RCl y RC2 y de sus progenitores en las 
generaciones antenores (FO, FI y F2). Las fléchas de colores, en el lado derecho de la figura 
sehalan la ubicaciôn teorica de los genes candidatos.
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En las bases de datos Ensembl (build9) y NCBI estân disponibles las posiciones 
fîsicas de los genes candidatos: A C O X l, GH, A C L Y  y A C A C A , y por tanto la posicion 
teorica de éstos en el mapa fue inferida a partir de su localizacion fisica y de la de los SNPs 
del PorcineSNPôO Genotyping BeadChip empleados en la realizaciôn del mapa de ligamiento. 
Como no se disponia de la localizacion fîsica del gen GIP se ha deducido su posicion 
teorica a partir del mapa comparativo humano-cerdo (www.animalgenome.org/cgi- 
bin/Q TLdb/SS/back/draw rh2human).
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6.2.2 Anàlisis cou 50 SNPs: equivalencia entre mapas fîsico y genético del
SSC12
Del total de los 978 SNPs utiles, y por limitaciôn del software disponible para la 
deteccion de QTL, se seleccionaron uno de cada dos sucesivos para ser incluidos en el 
anâlisis basado exclusivamente en genotipos obtenidos con el chip SNP60. Por lo tanto, en 
este nuevo anàlisis se utilize un total de 489 SNPs.
Debido a la imposibilidad de realizar un mapa genético con 489 marcadores en el 
momento de elaborar esta tarea, se seleccionaron 50 SNPs de ellos. Como en el caso 
anterior, el objetivo de la realizaciôn de este mapa fue relacionar las distancias fîsica y de 
ligamiento entre los marcadores seleccionados. La complejidad del mapa obtenido no se 
muestra en detalle. La longitud del mapa promedio obtenido fue de 95.2 cM y la distancia 
media entre marcadores de 1.90 cM. Con las posiciones fîsicas y genéticas de estos 50 
marcadores se calcule la regresion lineal entre ambas, representada en la figura 6.2.
Figura 6.2. Recta de regresion de la posicion genética (cM) sobre la posicion fîsica (Mb) de 
los 50 marcadores seleccionados.
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Segûn esta recta de regresiôn, basada en 50 SNPs mapeados genéticamente, 1Mb 
séria équivalente a 1.546 cM. Por lo tanto, si en el SSCI2 se dispone de 978 marcadores en 
56.92 Mb, en 1 Mb (1.546 cM) bay un promedio de 17.18 SNPs y en 1 cM habrà 11.11
91
(t. RESULTADOS Grasa intramuscular
marcadores. Aunque la regresiôn lineal présenta un buen ajuste (R“=0.984), en la region 
central del cromosoma se observa una clara desviaciôn de la regresiôn estimada.
6.3. ANÂLISIS DE DETECCION DE QTLs.
6.3.1 Anâlisis con infonnaciôn combinada
6.3.1.1 Modelo de un QTL
Utilizando la informaciôn detallada en el epigrafe 6.2.1 se realizô el anâlisis de 
detecciôn de QTLs sobre el porcentaje de los âcidos grasos medidos en la gras a 
intramuscular y de los indices calculados (Tabla 3.2) siguiendo la metodologia descri ta en el 
apartado de anâlisis estadistico de materiales y métodos (3.6.2). Esta detecciôn se realizô 
calculando unicamente los efectos genéticos aditivos ya que, al utilizar mayoritariamente 
mdividuos de dos retrocruces sobre la line a Landrace, la estimaciôn conjunta de efectos 
aditivos y dominantes se hubiera basado en una informaciôn claramente insuficiente del 
genotipo homocigoto de alelos de origen Ibérico (QQ).
Los umbrales de signifïcaciôn cromosômica de la distribuciôn X  con un grado de 
libertad, calculados de acuerdo con el numéro de marcadores y con la longitud total del 
cromosoma, fueron 17.34, 12.98 y 9.95 para errores de dpo I de 0.1, 1 y 5% 
respectivamente. Los principales resultados se resumen en la tabla 6.1. Los perfiles de la 
razôn de verosimilitud mostrados en la figura 6.3 revelan al menos dos regiones del 
cromosoma 12 que pudieran sustentar QTLs para algunos de los caractères analizados. En 
la regiôn proximal del cromosoma 12, comprendida entre 31 y 36 cM acotada por los 
marcadores S N P hll (ALG A0113902) y sw874, se detectaron efectos de un posible QTL 
(QTLl) sobre varios âcidos grasos e indices. La posiciôn inferida de los genes GIP y A C L Y  
les situa prôximos a este intervalo. El mayor efecto de este QTL corresponde al cociente 
PUFA/SFA y se localiza en la posiciôn 33 cM. En esta misma posiciôn se ban detectado 
efectos significatives sobre los indices PUFA, DBI, PI y sobre el âcido graso C l8:2, aunque 
este ultimo con un nivel de signifïcaciôn cromosômica prôximo al 5% (LR = 9.42). 
Asimismo, en la posiciôn 32 cM se localiza un QTL con efecto sobre el porcentaje del 
âcido graso C20:4. En la mayoria de estos casos, el alelo ibérico ^  tiene un efecto negative, 
excepte en el caso del âcido graso Cl 8:2, en el que produce un incremento en el porcentaje 
del mismo (0.090 ± 0.025).
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Figura 6.3. Perfiles de los diferentes tests de razon de verosimilitud a lo largo del 
cromosoma 12: En el eje de abcisas se representan las localizaciones teoricas de los genes 
candidatos. a) Acidos grasos afectados por el Q TLl; b) Indices afectados por el Q TLl; c) 
Acidos grasos afectados por el QTL2; d) Indices afectados por el QTL2.
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Por otra parte, en la region del cromosoma 12 comprendida entre 45 y 53 cM, 
acotada por los microsatélites sw874 y s0106, se detectaron efectos aditivos (QTL2) sobre 
los porcentajes de los acidos grasos C14:0 y C16:0 y sobre los indices UI y SFA. En el caso 
del C l4:0, el valor mâximo de la razôn de verosimilitud esta situado en 49 cM mientras los 
demâs estàn en la posiciôn inmediata (50 cM). Dentro de este intervalo esta situado el gen 
A C A C A . El alelo Q  del QTL2 produce un incremento en la cantidad de âcidos grasos 
saturados, reflejado en los porcentajes de C14:0 y C l6:0 y SFA y un efecto negativo sobre 
el indice Ul.
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Tabla 6.1. Resultados mas signifïcativos del anâlisis de detecciôn de QTL en gras a 
intramuscular. Localizaciôn en cM e intervalo s de confianza (IC), valor de la razôn de 
verosimilitud (LR), valor nominal de P y efecto aditivo {d) y su error estândar (ES) entre 
paréntesis.
Carâcter Posiciôn en cM (IC) a (ES) LR P-nominal
C14:0 49 (49-53) 0.073 (0.023) 10.30* 0.0013
C16:0 50 (45-52) 0.633 (0.188) 11.12* 8.53 x 10 '
C18:2 33 (31-36) 0.090 (0.025) 9.42* 0.0021
C20;4 32 (31-34) -0.461 (0.142) 10.39* 0.0012
PI 33 (31-34) -2.770 (0.855) 10.39* 0.0013
DBI 33 (31-35) -0.033 (0.010) 11.15* 8.41 x 10 '
UI 50 (45-52) -0.123 (0.037) 11.26* 7.93x 10 '
SFA 50 (49-53) 0.777 (0.249) 9.58* 0.0020
PUFA 33 (31-36) -1.444 (0.453) 10.08* 0.0015
PUFA/SFA 33 (31-36) -0.047 (0.014) 14.19** 1.65x 10 '
** P = 0.()iu p ^ 0.05
Los perfiles de la razôn de verosimilitud en el QTLl tienen una forma similar para 
la mayoria de los caractères analizados con localizaciones coincidentes del mâximo valor de 
LR o que no dis tan mas de 1 cM. Resultados similares también se observan para el QTL2. 
En funciôn de lo expuesto, parece probable que haya en cada regiôn un QTL con efecto 
sobre vanos caractères. Para verificar esta hipôtesis se testô para el QTLl un modelo 
multicarâcter, con efectos sobre los âcidos grasos C20:4 y C l8:2 y en el caso del QTL2 un 
modelo multicarâcter de un QTL con efectos sobre los âcidos grasos C l4:0 y C l6:0. No se 
han incluido los indices en ninguno de los modèles para evitar el uso de informaciôn 
redondante ya que éstos fueron calculados a partir de los porcentajes de los âcidos grasos. 
En la tabla 6.2 estân expuestos los resultados obtenidos de este anâlisis. Estos valores no 
superaron el umbral de signifïcaciôn (xU)5|i| = 3.84) en ninguno de los casos. Para C l8:2 y 
C20:4 la comparaciôn de las razones de verosimilitud toma un valor de 0.92 (10.34 -  9.42) 
y para C14:0 y C16:0, un valor de 0.51 (11.63 -  11.12). Por lo tanto, a pesar de lo esperado, 
el modelo multicarâcter no explica mejor los resultados, pudiendo deberse a que en ambos 
casos el efecto sobre uno de los dos âcidos grasos es notablemente inferior que el otro.
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Tabla 6.2. Resultados del anâlisis multicarâcter de un QTL para cada una de las regiones.
Carâcter Posiciôn en cM (IC) ^ (ES) LR P-nominal
QTLl
Cl 8:2 
C20:4
33
-0.947 (0.025) 
-0.461 (0.142)
10.34 0.006
QTL2
C14:0 
Cl 6:0
49
-0.196 (0.065) 
-1.168 (0.538)
11.63 0.003
6.3.1.2 Modelo de dos QTLs.
Los perfiles de LR (figura 6.3), indican que algunos de los caractères afectados por 
el QTLl presentan un segundo mâximo local en la zona del QTL2 mientras otros de los 
afectados por el QTL2, tienen un segundo mâximo local en la zona del QTLL En funciôn 
de estos resultados, parece justificada la comparaciôn entre los modelos de dos QTLs y de 
un ûnico QTL. Para ello se testô un modelo con dos QTLs (M2a) (fente al modelo nulo 
(MO) y frente a un modelo de 1 QTL (Mla). Los resultados mostrados en la tabla 6.3 no 
permitieron descartar en ningûn caso el modelo de un ûnico QTL.
Tabla 6.3. Resultado del anâlisis de dos QTLs para cada carâcter. Donde Posl es la 
posiciôn del QTLl, Pos2 la del QTL2, LR(, es el mâximo valor de LR resultado del 
contraste M2a vs MO, P„ el valor nominal de P correspondiente al citado anâlisis, LR, es 
resultado del contraste M2a vs M la, P, el valor nominal de P correspondiente a este anâlisis 
y Û2 los efectos de los QTLs 1 y 2 respectivamente sobre el carâcter.
Carâcter PosV Pos-.
(ES)
Ü2
(ES)
LR,) Po-nominal LR,
P r
nominal
C18:2 33 61
-1.267
(0.395)
0.534
(0.410)
10.41 0.015 1.03 0.310
C20:4 31 50
-0.275
(0.226)
-0.259
(0.219)
10.88 0.012 1.33 0.249
C14:0 40 49
-0.074
(0.043)
0.137
(0.043)
13.36 0.004 3.05 0.081
C16:0 32 50
0.322
(0.298)
0.395
(0.293)
12.02 0.007 0.68 0.410
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6.3.2. Anâlisis de deteccion de QTLs con 489 SNPs.
6.3.2.1. Modelo de un QTL
La deteccion de QTLs fue realizada a partir de los datos de genotipado de los 489 
SNPs ya mencionados (6.2.2). Estos marcadores se utilizaron para el câlculo de los 
coeficientes q del modelo de anâlisis M /a, ya que, por el motivo expuesto en el anâlisis 
anterior, solo se estimaron efectos genéticos aditivos. En funciôn de la regresiôn lineal 
estimada en el epigrafe 6.2.2 se asumiô un numéro medio de SNPs de 5.5 por cM con 0.2 
cM entre marcadores, que fue considerada en la ejecuciôn del programa QxPak 4.0. La 
comparaciôn de la verosimilitud de los modelos con y sin QTL (M/a y MO) se realizô cada 
cM por lo que el numéro total de tests a lo largo del cromosoma fue de 98. Para considerar 
un QTL con efecto significativo sobre un carâcter realizando multiples tests, se calculé la 
tas a de falso descubrimiento (FDR) de acuerdo con lo propuesto por Benjamini y Yekutieli 
(2005) y Lander y Kruglyak (1995). Para FDR=10% (QTL sugestivo) el umbral de P 
correspondiente es de 0.1/98 = 0.001. Para FDR = 5% (QTL significativo), el valor de P 
es 0.05/98 = 5.10 x 10 '. En funciôn de este criterio, se detectaron efectos signifïcativos de 
un QTL sobre el âcido graso C l6:0 y sobre los indices UI, SFA y PUFA/SFA. Ademâs se 
detectaron efectos sugestivos sobre el âcido graso C20:4 y el indice DBI (Tabla 6.4, Figura 
6.4). El intervalo de confianza del QTL estâ comprendido entre 50 y 63 cM, entre los 
marcadores SNP50\ y SNP631 separados por 10.11 Mb.
Tabla 6.4. Resultados signifïcativos y sugestivos del anâlisis de detecciôn de QTLs para 
âcidos grasos en grasa intramuscular, utilizando 489 SNPs.
Carâcter Posiciôn en cM (IC) a (ES) LR P-nominal
C16:0 59 (50-62) 0.667(0.174) 14.48 ** 1.42 X 10 '
C20:4 61 (53-63) -0.443 (0.134) 10.86 * 9 .8 2 x 1 0 '
DBI 58 (57-59) -0.033 (0.008) 11.73* 6 .1 3 x 1 0 '
UI 58 (58-62) -0.129 (0.034) 13.93 ** 1 .9 0 x 1 0 '
SFA 58 (57-61) 0.827 (0.227) 12.94** 3.21 x 10 '
PUFA/SFA 58 (57-58) -0.042 (0.014) 13.26 ** 2.71 x 10 '
* FDR = 10" « ** F’DR = 5" 0
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Figura 6.4. Perfiles de los diferentes valores de la razôn de verosimilitud (LR) del anâlisis de 
detecciôn de QTLs basado en 489 SNPs localizados en SSCI2. Sobre el eje de abcisas se 
indican las localizaciones teôricas de los genes candidatos. a) Acidos grasos afectados por el 
QTL. b) Indices afectados por el QTL.
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Los efectos sobre el âcido graso C l6:0 y los indices UI y SFA corresponden, muy 
probablemente, al QTL2 detectado en el anâlisis de informaciôn combinada en la regiôn 
prôxima al gen A C A C A . En esta misma regiôn se detectaron también efectos sobre C20:4,
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DBI, y PUFA/SFA a diferencia del anâlisis con informaciôn combinada en el que el valor 
mâximo de dichos efectos se situô en una posiciôn cercana al gen A C LY .
Por otro lado, los QTLs con efecto sobre los âcidos grasos C I4:0 y C l8:2 y los 
indices PI y PUFA detectados en el anâlisis de informaciôn combinada no superaron el 
umbral de FDR < 10% en el présente anâlisis. Los resultados relativos a estos caractères se 
presentan en la tabla 6.5.
Tabla 6.5. Resultado del anâlisis de detecciôn de un solo QTL, con 489 SNPs, en grasa 
intramuscular para aquellos caractères en los que se obtuvieron resultados signifïcativos en 
el anâlisis de informaciôn combinada.
Carâcter Posiciôn en cM (IC) a (ES) LR P-nominal 
C14:0 59 0.064 (0.022) 9.38 0.0022
C18:2 59 -0.659 (0.303) 4.72 0.0297
PI 58 -2.562 (0.821) 9.67 0.0019
PUFA 58 -1.212 (0.435) 7.69 0.0055
6.3.2.2. Anâlisis multicarâcter
Al igual que en el anâlisis de informaciôn combinada, el perfil del valor de 
verosimilitud y la posiciôn en el mapa para la cual el valor de LR es mâximo fueron 
similares en los âcidos grasos C l4:0, C l6:0, y C20:4. Para analizar si un modelo 
multicarâcter de un QTL con efecto sobre estos très âcidos grasos era mâs verosimil, se 
testaron très modelos de 1 QTL con efecto sobre los dos âcidos grasos correspondientes 
con las très parejas posibles que se pueden formar agrupando C14:0, C16:0, y C20:4.
Tabla 6.6. Resultados del anâlisis de un QTL multicarâcter por parejas.
Parejas Pos. (IC) LR P-nominal Comparaciôn
C14:0-C16:0 58 14.51 7.03 X 10 ' 14.51 - 14.48 = 0.03
C14:0 - C20:4 59 14.05 8.86 X 10 ' 14.05 - 10.86 = 3.19
C16:0-C20:4 59 16.05 3.27 X 10 ' 16.05 - 14.48 = 1.57
X“oâ|i| -3.84 y x%i|i] -  6.64.
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En la tabla 6.6 se muestran los resultados de estos très anâlisis. Como resultado, al 
igual que en el anâlisis de informaciôn combinada, ninguno de ellos supera el umbral de 
signifïcaciôn correspondiente (x'osji) -  3.84) por lo tanto el modelo multicarâcter no 
explicaria mejor los resultados. Esto séria consistente con el anâlisis anterior y consolidaria 
la hipôtesis de que los efectos detectados sobre los âcidos grasos C l4:0 y C20:4 son débiles 
y probablemente no signifïcativos.
6.3.2.3. Modelos de dos QTLs
Como se ha comentado antes, al observar los perfiles de verosimilitud, se observa el 
mâximo valor de LR localizado en la zona entre 50 y 63 cM coincidiendo con el QTL2 
detectado en el anâlisis de informaciôn combinada, ademâs de un segundo mâximo 
localizado entre 36 y 45 cM, coincidiendo con el QTLl detectado en el anâlisis de 
informaciôn combinada.
Para verificar la posible presencia de dos QTLs con efecto sobre los diferentes 
caractères localizados en estas regiones, se realizô el contraste de la hipôtesis nula de un 
QTL frente a dos. En primer lugar se testô un modelo de dos QTLs (M2a) frente al 
modelo nulo (MO) y postenormente se testô frente a un modelo de un QTL (Mla) (Tabla 
6.7).
Los resultados de LR obtenidos al testar ambos modelos no superan el umbral de 
signifïcaciôn correspondiente (x'ospi = 5.99 para M2a vs MO y X^ )5|i] ~ 3.84 para M2a vs 
M l) para ninguno de los caractères excepto para el âcido graso C l4:0, pero hay que recalcar 
que en el anâlisis de un QTL éste no supera el umbral FDR<10%. Asimismo, en todos los 
casos, los efectos detectados son de signo contrario y particularmente, los mâximos valores 
de LR del QTL con efecto sobre los âcidos grasos C14:0 y C16:0 estân localizados muy 
prôximos (43 y 58 cM).
Por lo tanto, a pesar de que los perfiles de verosimilitud parecen indicar la presencia 
de dos QTLs, los resultados obtenidos tanto en el anâlisis de informaciôn combinada como 
en el anâlisis de 489 marcadores apuntan que solo hay un QTL situado en la zona prôxima 
a donde se localiza el gen A C A C A  , en distancia fîsica 26.65 - 36.76 Mb, y los efectos 
detectados en la regiôn del denominado como QTLl, localizado aproximadamente entre 
17.34 - 22.26 Mb, estarian provocados por un fuerte desequilibrio de ligamiento en esa 
zona.
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Tabla 6.7. Resultado del anâlisis de dos QTLs para cada carâcter. Donde Posl es la 
posicion del QTLl, Pos2 la del QTL2, LR^ , es el mâximo valor de LR resultado en el 
contraste M2a vs MO, P„ el valor nominal de P correspondiente al citado anâlisis, LR, es 
resultado del contraste M2a vs M la, y P, el valor nominal de P correspondiente y y los 
efectos de los QTLs 1 y 2, respectivamente, sobre el carâcter.
Carâcter Pos*. Pos-.
(ES)
Ü2
(ES)
LR,
Po
nominal
LR,
Pr
nominal
C14:0 43 58
-0.198
(0.065)
0.253
(0.065)
18.23 3.93 X 10 ' 8.25 0.016
C16:0 43 58
-1.178
(0.538)
1.790
(0.539)
19.20 2.48 X 10 ' 4.53 0.104
C20:4 21 59
0.318
(0.173)
-0.625
(0.172)
12.65 0.005 0 -
DBI 21 58
0.024
(0.011)
-0.041
(0.011)
13.28 0.004 4.20 0.122
UI 21 58
0.096
(0.045)
-0.177
(0.044)
16.80 7 .7 6 x 1 0 ' 4.09 0.129
SFA 28 58
-0.696
(0.349)
1.338
(0.343)
15.70 0.001 3.71 0.156
SFA/PUFA 25 58
1.575
(0.633)
-2.141
(0.624)
13.56 0.004 5.65 0.059
6.4. ANALISIS DE ASOCIACION
6.4.1. Anàlisis de genes candidatos ACLV, G lPy ACACA
6.4.1.1. Modelo animal estândar
Pese a no estar incluidos en el mapa de ligamiento construido para realizar el 
barrido de QTLs se evaluaron como genes candidatos posicionales aquellos candidatos 
funcionales prôximos a las dos regiones en donde se han localizado los QTLs 1 y 2.
En este sentido, los genes A T P  Citrate Lyase (ACLY) y Gastric Inhibitor Polipeptide 
(GIP) fueron evaluados como candidatos para la region del QTLl ya que se encuentran en
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posiciones prôximas a este intervalo. Para realizar el anâlisis de asociacion con el modelo 
animal estândar se eligieron los poÜmorfismos A C L Y : c.*523T>C y GIP: c.77A>G, este 
ultimo estâ localizado en un exôn y produce un cambio aminoacidico Asp26Gly aunque no 
tiene un efecto sobre la funcion de la proteina (Munoz et ai, 2007). De la misma forma, el 
gen Acetyl-CoA Carboxilase (ACACA) fue evaluado como candidato para el QTL2. En este 
caso, se realizô el anâlisis de asociacion con el polimorfismo A C A C A : c.5634T>C. Los 
resultados obtenidos (Tabla 6.8) demuestran que no se détecta asociaciôn significativa en 
ninguno de los casos.
Tabla 6.8. Resultados del anâlisis de asociaciôn para los polimorfismos A C LY :  c.*523T>C, 
GIP: c.77A>G y AC AC A: c.5634T>C con el modelo animal estândar.
SNP Carâcter LR P ^ SNP (ES)
C14:0 1.38 0.240 -0.021 (0.018)
C16:0 1.95 0.163 -0.179 (0.128)
DBI 0.94 0.333 0.008 (0.008)
/R Z y .' c.*523T>C
UI 1.65 0.198 0.036 (0.028)
SFA 2.61 0.106 -0.275 (0.170)
PUFA SFA/ 0.93 0.336 0.013(0.011)
CI 4:0 0.18 0.674 -0.014 (0.034)
C16:0 0 - -
DBI 0 .
GIP cJ7A> G
UI 0.54 0.464 0.038 (0.052)
SFA 1.28 0.258 -0.335 (0.296)
PUFA/SFA 0.24 0.625 0.101 (0.022)
C14:0 1.11 0.292 0.019 (0.018)
C16:0 1.45 0.227 0.171 (0.142)
DBI 0.98 0.322 0.009 (0.009)
A C A C A  c.5634T>C
UI 0.01 0.905 -0.006 (0.053)
SFA 0.85 0.358 0.006 (0.006)
PUFA/SFA 0.42 0.519 0.026 (0.040)
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6.4.2 Anàlisis basado en SNPs del chip SNP60
6.4.2. Modelo animal estândar
Como en los casos antenores, se realizô el anâlisis de asociaciôn mediante un 
modelo animal estândar. Se aplicô un test de falso descubrimiento (FDR) para corregir el 
test multiple para lo que se utüizô el paquete de R, q-value (Storey y Tibshirani, 2003), 
particularmente adecuado cuando se realiza un elevado numéro de contrastes (978). El 
umbral elegido para considerar significativo un marcador con efecto sobre determinado 
carâcter fue en este caso el de un q-value < 0.10.
Los caractères analizados fueron los mismo s que en los anâlisis anteriores de 
detecciôn de QTLs. Se detectaron asociaciones significativas entre varios SNPs con el 
âcido palmitico (C l6:0) y el cociente araquidônico/linoleico (C20:4/C18:2). En el caso del 
anâlisis del C16:0, se detectaron 167 SNPs con un valor de q inferior a 0.10, 98 de los 
cuales estân localizados en regiones intergénicas y los 69 restantes estân localizados en 
intrones de genes anotados (Figura 6.5).
Figura 6.5. Log,„ del valor nominal de P résultante del anâlisis de asociaciôn entre los 978 
SNPs seleccionados y el carâcter C l6:0. En el eje de abcisas se representan las 
localizaciones teôricas de los genes candidatos. El recuadro rojo délimita la regiôn dônde se 
detectô el QTL con efecto sobre este carâcter en el barrido con 489 marcadores.
-logio p  N om inal 
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Cabe destacar que cuatro SNPs estân fuertemente asociados con el carâcter ya que 
su valor de q es inferior a 0.05 (Tabla 6.9). Uno de estos cuatro, el SNP627 (sonda 
DBWV0000115), localizado en una region intergénica, se situa muy proximo a la posiciôn 
mâs verosimil del QTL y tiene un efecto sobre el âcido graso C l6:0 de 0.422 ± 0.128. Los 
otros très restantes no estân prôximos a ninguna de las zonas donde se detectaron QTLs y 
a pesar de localizarse en intrones de genes anotados, son genes que aparentemente no 
tienen una funciôn relacionada con el carâcter.
Tabla 6.9. Resultados del anâlisis de asociaciôn entre los SNPs con numéros de orden 207, 
208, 277 y 627 y C l6:0, junto al SNP se muestra el nombre de la sonda entre paréntesis. Se 
indica la posiciôn en Mb del SNP y el valor q (calculado por el programa Q-value)
SNP (sonda) Mb a (ES) LR P q
SNP2EJ (ASGA0053216) ÏÔ6Ï -0.493 (0.151) ÏÔ9Ï 9.54 x 10 '  0.045
SNP2Q9>{ALGA006505L) 10.63 -0.493 (0.151) 10.91 9.54 x 10 '  0.045
SNP277 {MAKC0020580) 22.96 -0.507 (0.134) 14.53 1.37x 10 ' 0.014
SNP627 {ASGA0054417) 36.50 -0.422 (0.128) 11.10 8.62 x 10 '  0.045
Por otro lado, dentro del grupo de SNPs con un valor de q comprendido entre 0.05 
y 0.10, se destacan los SNPs 542, 544 y 545 (Tabla 6.10) localizados en el gen 
Phosphatidylcholine Transfer Protein (PGTP) que codifica para una proteina implicada en el 
transporte lipidico y que, a su vez, régula genes que codifican otras proteinas implicadas en 
el metabolismo de âcidos grasos como PPARG, PPARA y CREBP. Por lo tanto, este gen 
al estar localizado dentro del intervalo de confianza del QTL, podria ser un buen candidato 
funcional y posicional. Asimismo perteneceria a este grupo de sondas el SNP636 
{ALGA0066302), localizado en el gen A C A C A .
Tabla 6.10. Resultados del anâlisis de asociaciôn entre los SNP con numéros de orden 542, 
544, 545 y 636 y C l6:0.
SNP (sonda) Mb ^ SNP (Eb) LR P
TNP542 {ASGA0054039) 29.70 -4.320 (0.153) 7.81 0.005 0.055
JNP544 [ASGA0054041) 29.74 0.321 (0.128) 6.44 0.011 0.055
TNP545 {ASGA0054044) 29.82 0.350 (0.154) 5.25 0.022 0.086
3NP636 (^LG.400(^6j02) 36.94 -0.400 (0.156) 6.75 0.009 0.055
104
6. RESULTADOS Grasa intramuscular
En el anâlisis de asociacion entre el indice C20:4/C18;2 y los 978 SNPs del SSCI2, 
se detectaron 39 SNPs con un valor de q inferior a 0.10 (Figura 6.5). Ninguno de los SNPs 
tuvo un valor de q inferior a 0.05, siendo el mâs significativo el correspondiente al SNPSSl 
(H3GA0034898) localizado en un intron del gen SCO  con un valor de q igual a 0.066 
(Tabla 6.11). Este gen no codifica para una proteina con funciôn clara relacionada con el 
metabolismo de âcidos grasos. De éstos, 27 estân localizados en regiones intergénicas y los 
12 restantes en genes anotados. El SNPS45 (H3GA0034702) estâ localizado en el gen 
Arachidonaîe 12-lipoxygenase {A L0X 12). Este gen codifica para la proteina lipoxigenasa 
araquidonato 12-lipoxigenasa (12-LOX), que cataliza la oxidaciôn del carbono 12 del 
araquidonato en âcido 12-hidroxieicosaenoico. Nôtese que en los anâlisis de QTLs basados 
en la hipôtesis de alelos alternativos en las lineas parentales, no se detectô anteriormente 
ninguno con efecto sobre este carâcter.
Figura 6.5. Log,, del valor nominal de P résultante del anâlisis de asociaciôn entre los 978 
SNPs seleccionados y el carâcter C20:4/C18:2.
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Tabla 6.11. Resultados del anâlisis de asociaciôn entre los SNP con numéros de orden 881 
y 845 y el indice C20:4/C18:0.
SNP (sonda) Mb ^ SNP (Eb) LR P 9
LNP881 (ylLGM00J40jP) 52.47 -0.024 (0.007) 13.77 2.07 X 10 ' 0.066
TNP845 (vTLCy400J404/) 48.67 0.017 (0.007) 6.73 0.009 0.094
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Ademâs, en el caso del âcido graso C20:4 y los indices PI y PUFA/SFA se 
detectaron SNPs con valores de q muy prôximos al nivel de signiûcaciôn (Figura 6.6). En 
primer lugar, se detectaron 46 SNPs con un valor de q prôximo a 0.11 para el âcido graso 
C20:4, de los cuales, 34 estân localizados en regiones intergénicas y 12 en regiones 
intrônicas de genes conocidos. Entre ellos se incluyen los SNPs 542 y 544 que también 
tienen efecto sobre el C l6:0 y como se indicaba anteriormente estân situados en el gen 
PCTP.
Se detectaron otros 15 SNPs con efecto sobre el indice PI con un valor q < 0.12, de 
los cuales 10 estân situados en regiones intergénicas y cinco en intrones de genes anotados. 
Uno de estos SNPs es el ya mencionado SNP 544 situado en el gen PCTP.
Por ultimo, se detectaron dos SNPs con un valor de q< 0.10 y 19 con un valor 
inferior a 0.12 en el anâlisis de asociaciôn con el indice PUFA/SFA. Del total, 14 son 
intergénicos y siete intrônicos, uno de los cuales es el ya mencionado SNP 544. Los 
resultados del anâlisis de asociaciôn referente a los SNPs 542 y 544 con efecto sobre estos 
très âcidos grasos se detallan en la tabla 6.12.
Tabla 6.12. Resultados del anâlisis de asociaciôn con el modelo animal estândar para el 
SNP542 con efecto sobre C20:4 y el JNP544 con efecto sobre el âcido graso C20:4 y los 
indices PI y PUFA/SFA.
SNP (sonda) Mb Caracter a (ES) LR P q
SNP542 {ASGA0054039) 29.70 C20:4 -0.303 (0.118) 6.19 0.009 0.102
C20:4 -0.264 (0.097) 7.91 0.004 0.102
SNP544 {ASGA0034041) 29.74 PI -1.665 (0.603) 8.15 0.004 0.115
PUFA/SFA -0.024 (0.009) 9.68 0.002 0.115
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Figura 6.6. Log,, del valor nominal de P résultante del anâlisis de asociaciôn entre los 978 
SNPs seleccionados y a) el âcido graso C20:4 y los indices b) PI y c) PUFA/SFA.
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6.4.3. ^L \A T .
Debido a que se detectô un efecto significativo entre el SNP636 (ALGA0066302) 
localizado en el gen AC .AC A. se efectuo un anâlisis de asociacion asistida por marcadores. 
Cuando se contrasté el efecto del polimorfismo incluyendo el efecto del QTL, los efectos 
del primero desaparecieron y cuando se realizô la segunda parte del test contrastando los 
efectos del QTL incluyendo los efectos del SNP, los efectos del QTL se mantuvieron. Por 
lo tanto esto indicaria que la mutaciôn causal tendria un desequilibrio de ligamiento mayor 
con el QTL que con el SNP (Tabla 6.13).
Tabla 6.13. Resultado del test de asociaciôn asisbda por marcadores entre el polimorfismo 
TNP636 y C16:0.
SNP
Efecto del SNP 
a (ES) LR P-value cM
QTL
a (ES) LR P  -nominal
TNP636 -0.125 (0.142) 0.80 0.371 49 0.674(0.177) 14.16 0.0017
Ademâs se testaron mediante este modelo los SNPs 542, 544 y 545. Como 
resultado, los efectos de los SNPs se mantuvieron y el mâximo valor del perfil de 
verosimilitud disminuyô en todos los casos. Esto indicaria que la mutaciôn causal se
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encontraria en fuerte desequilibrio de ligamiento con los SNPs del gen PCTP (Tabla 6.14 y 
Figura 6.7).
Tabla 6.14. Resultado del test de asociaciôn asistida por marcadores entre los 
polimorfismos SNP542, SNP544 y SNP545 y C l6:0.
SNP
Efecto del SNP 
a (ES) LR P-value cM
QTL 
a (ES) LR P -nominal
LNP542 -0.265 (0.182) 9.08 0.003 58 0.685 (0.232) 8.40 0.004
SNPS44 0.349 (0.129) 7.48 0.006 58 0.699 (0.215) 10.03 0.001
SNP545 0.398 (0.156) 6.28 0.012 58 0.745 (0.244) 9.18 0.002
Figura 6.7. Perfil de la razôn de verosimilitud de QTL cuando se incluye en el modelo el 
polimorfismo correspondiente. Las Lineas continuas representan el anàlisis de Q IT  para 
C l6:0 con el modelo de un QTL y las discontinuas el cambio de signifïcaciôn producido al 
incluir el SNP indicado
FD R  = 5% 
FDR = 10 %
IQ T L
SNP542
SNP544
 SNP545
5»
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6.5. ANÂLISIS DEL POLIMORFISMO ACACA: c,5634T>C EN CERDOS 
IBÉRICOS PUROS Y CRUZADOS CON DUROC
Paralelamente al estudio realizado en grasa subcutânea, se analizô el efecto del 
polimorfismo A C A C A : c.5634T>C en el perfil de âcidos grasos de grasa intramuscular, ya 
que se disponia de estas medidas en los dos ensayos con animales comerciales (Tablas 3.3 y 
3.4).
6.5.1. Animales Ibérico x  Ibérico
Se genotiparon un total de 108 animales pertenecientes al nucleo de seleccion de 
Ibéricos puros con registros de âcidos grasos recogidos en grasa intramuscular. Se 
observaron frecuencias alélicas similares a las obtenidas en el estudio de grasa subcutânea 
(T = 0.69 y C = 0.31).
Se detectô asociaciôn significativa entre el âcido graso C20:l(n-9) y el polimorfismo 
con un valor mâximo de LR igual a 5.18 (P < 0.023), obteniéndose un efecto aditivo de la 
sustituciôn del alelo T por el C de 0.51 + 0.02., a diferencia del anâlisis de asociaciôn 
realizado en el cruce IBAL\P entre este polimorfismo y el perfil de âcidos grasos de grasa 
intramuscular en el que no se detectaron efectos significativos.
6.5.2. Animales Duroc x Ibérico
Se genotiparon para el citado polimorfismo los mismos animales de esta poblaciôn 
que se emplearon en el estudio de grasa subcutânea.
Se detectô asociaciôn significativa entre el SNP A C A C A : c.5634T>C y el perfil de 
âcidos grasos de grasa intramuscular recogido en la tabla 6.15. Cabe destacar que el alelo C 
tiene un efecto negativo en los porcentajes de âcidos grasos saturados, y positivo sobre los 
de âcidos grasos insaturados. Como se mencionaba anteriormente, en el cmce IB \L \P  no 
se detectô ningûn efecto significativo del polimorfismo sobre ninguno de los caractères 
analizados.
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Tabla 6.15. Resultados del anâlisis de asociacion en grasa intramuscular con resultados 
significativos entre el polimorfismo A C A C A : c.5634T>C y los âcidos grasos C l4:0 y 
C16:0.
Carâcter LR P ^ SNP (ES)
C16:0 4.23 0.040 -0.499 (0.238)
C17:0 5.33 0.021 0.006 (0.002)
C17:l 5.91 0.015 0.010 (0.004)
Cl 8:0 3.60 0.058 -0.375 (0.192)
C l8:2 (n-3) 4.99 0.026 0.236 (0.101)
C18:2 (n-6) 4.11 0.043 0.011 (0.005)
C22:5 (n-3) 4.02 0.045 0.005 (0.003)
SFA 4.17 0.041 -0.887 (0.423)
PUFA 4.77 0.029 0.302 (0.133)
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7. RESULTADOS Anàlisis de exprèsJàn
7.1. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS DE EXPRESIÔN
La implementacion de estos microarrays estuvo enfocado, en un principio, a la 
caracterizacion a nivel genomico de patxones de expreslôn diferencial y redes genéticas 
implicas en crecimiento porcino y caractères de calidad de carne., segûn se recoge en el 
subproyecto AGL2008-04818-C03-02 del Plan Nacional de Investigaciôn (2008-2011) 
llevado a cabo por el Area de Produccion Animal del Centre Udl-IRTA (Lleida, Espana). 
Por lo que en este centro se desarrollaron las tareas de extracciôn de ARN y posteriores 
transcripciones in vitro del mismo, tal y como se recoge en el epigrafe 3.7.1 de la seccion 
Materiales y Métodos.
Se llevaron a cabo diferentes anàlisis de expresion con el objetivo de encontrar 
diferencias de expresion en genes localizados en el SSCI2 y que codificasen para alguna 
proteina con una implicada en el metabolismo de âcidos grasos.
Se analizô la expresion mediante microarrays de 100 individuos pertenecientes a la 
generacion RC2 del cruce IBMAP. Los 100 microarrays pasaron todos los anàlisis de 
calidad por lo que eran comparables entre si. Los microarrays fueron normalizados 
mediante el método GCRMA y una vez normalizados se realizô el anàlisis estadistico de los 
mismos. Para realizar el anàlisis se utilizo el programa GEAMM v.1.6. En el modelo mixto 
fueron incluidos como efectos fijos:
• Media. Efecto discreto compuesto de un nivel.
• Sexo. Efecto discreto compuesto por dos niveles: macho y hembra.
•  Lote de sacrificio. Efecto discreto compuesto por très niveles dependiendo del lote 
en el que el animal fue sacrificado; lote 1, lote 2 y lote 3.
• Peso de la canal al sacrificio. Efecto continuo que tiene una distribucion normal
• Efecto problema. Se realizaron très anàlisis dis tin to s en los que cambiaba el efecto 
problema. Este era discreto o continuo en funciôn de la clasifîcaciôn empleada para 
analizar las diferencias de expresion entre los individuos. Las clasificaciones fueron 
realizadas en funciôn de los resultados obtenidos en el estudio de composiciôn de 
àcidos grasos de grasa intramuscular:
^  Clasifîcaciôn 1. Los individuos fueron clasificados en dos gmpos en funciôn 
de la probabilidad de ser o para el QTL detectado en el anàlisis con 489 
marcadores cuyo valor màximo de LR està situado en 59 cM (31.89 Mb) y està 
acotado por los marcadores JNPSOl y 37VP631 (26.65 - 36.76 Mb). El efecto fue
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introducido en el modelo como discreto con dos niveles; 1 para una probabilidad 
superior a 0.9 de ser Qq  y 2 si ténia una probabilidad superior a 0.9 de ser qq. En 
total fueron incluidos en este anàlisis un total de 99 individuos ya que uno de ellos 
tiene una probabilidad de origen inferior a 0.9
Clasifîcaciôn 2. Los individuos fueron clasificados en funciôn del genotipo 
(GG, GA, W )  del iNP636 {A SG A O O Ô ôm O h)  del chip SNP60. Ya que en el 
anàlisis de asociaciôn con los datos del chip se detectô asociaciôn significativa sobre 
el àcido graso C l6:0 y ademàs, este se locaüza dentro del gen A C A C A . El efecto 
fue introducido como una covariable de valor 0 si el genotipo del individuo no te rua 
ninguna copia del alelo A, 1, si el genotipo sôlo ténia una copia y 2 si ténia dos 
copias.
'G Clasifîcaciôn 3. Los individuos fueron clasificados en funciôn del genotipo 
(TT, CT, CC) del JNP542 {ASGA0054039A:>C) del chip SNP60, que està 
localizado dentro del gen PCTP y para el que también se detectô asociaciôn 
significativa sobre el àcido graso C l6:0. El efecto fue introducido como covariable 
de valor 0 si el genotipo del individuo no ténia ninguna copia del alelo C, 1, si sôlo 
ténia una copia y 2 si ténia dos copias.
^  Clasifîcaciôn 4. Los individuos fueron clasificados en funciôn del genotipo 
(AA, AG, GG) del JNP544 {ASGA0054041A>G) del chip SNP60. Este SNP està 
también està localizado dentro del gen PCTP y ademàs también se obtuvieron 
resultados significativos en el anàlisis con C l6:0 asi como una asociaciôn sugestiva 
sobre el àcido graso C20:4 y los indices PI y PUFA/SFA. El efecto fue introducido 
como covariable de valor 0 si el genotipo del individuo no ténia ninguna copia del 
alelo G, 1 si ténia una copia y 2, para dos copias.
^  Clasifîcaciôn 5. La clasifîcaciôn fue similar a la clasifîcaciôn 3 excepto que el 
efecto era introducido como discreto realizàndose las comparaciones entre las 
diferentes parejas formadas.
En el anàlisis se considerô como significativa la expresiôn de aquellas sondas que 
presenten un p < 0.001 y ademàs que tuviesen un ratio de diferencia de 1.10, nôtese que el 
ratio en la escala no transformada de un efecto discreto es calculado como 2® (siendo 8 la
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media posterior de la diferencia entre dos niveles de un efecto discreto) o 2  ^"  ^ (siendo S  la 
desviaciôn estândar de un efecto continuo y [3 la media posterior de su coeficiente de 
regresiôn. En todos los casos se aplicô un FDR del 10%.
7.1.1. Resultados en funciôn de la clasifîcaciôn 1: Prob {Qq)/Ptob (qq)
Mediante este anàlisis se detectaron 22 sondas con p < 0.001, que al aplicar un 
FDR del 10% quedaron reducidas a cuatro. Estas cuatro sondas se representan en color 
rojo en la tabla 7.1.
Tabla 7.1. Genes diferencialmente expresados entre los gmpos con genotipos probables 
para el QTL Qq y qq.
Sonda Anotaciôn Cromosoma Mb P posterior Ratio
Ssc.24800.2. A l_at SSC12 24.43 L lO xlO * 1.21
Ssc.18579.1.A l_at CD KfR/lPj SSC12 21.68 1 0 0 x 1 0 ' 1.31
Ssc.9883.l .A la t XDRBÆ2 SSC14 4138 8.07 X 10 " 0.74
Ssc.6484.1.Sl_at PATO SSC12 21.64 2.56 X 10" 0.70
Ssc.3964.1.Sl_at CUEDC1 SSCI 2 - 4 .3 0 x 1 0 ' 1.36
Ssc.877.1.Sl_at SSCI 2 - 4.41 X 10 ' 1.24
Ssc.22988.1.Sl_at PCTP SSC12 29.65 9.93 X 10 ' 0.77
Ssc.30925.1.Al_at DXKP SSC8 98.74 0.00016 0.74
Ssc. 1286.1. A l_at SSC12 40.82 0.00016 1.21
Ssc.24930.1.Sl_at L 7 V / SSCI 22.43 0.00020 1.18
Ssc.l3777.2.Sl_at TMEM97 SSC12 26.64 0.00027 1.26
Ssc.21326.1.Sl_at N E 01 SSC7 65.55 0.00035 1.23
Ssc.2318.1.Al_at G U 2 SSC15 28 58 0.00038 0.87
Ssc.22443.2.Al_at TSR1 SSC12 45.85 0.00038 1.13
Ssc.7149.3.Sl_at CYB5D1 SSC12 - 0.00046 1.15
Ssc.ll077.1.Sl_at P0U2F1 SSC4 86.90 0.00050 1.24
Ssc.l2255.1.Al_at F S T U SSC8 43.84 0.00061 1.15
Ssc.7624.1.Sl_at - - - 0.00067 1.13
Ssc.24711.1.Sl_at SMYD4 SSC12 45.37 0.00070 1.15
Ssc.428.5.Sl_at - - - 0.00074 &83
Ssc.29805.1.Al_at SSC12 - 0.00083 1.22
Ssc.1431 l.l.A l_at K1AA1407 SSC13 10.90 0.00087 1.18
Se anotaron todas las sondas diferencialmente exprèsadas excepto dos. Para realizar 
esta anotaciôn, ademàs de la proporcionada por Tsai et ai, (2006) se realizaron diferentes 
aüneamientos entre las secuencias de las sondas del microarray y las bases de datos 
disponibles en la red.
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Una vez anotados las sondas, se utilizo la herramienta GO (DAVID 2008) para 
analizar si los términos GO-BP (funciones implicadas en procesos biolôgicos) estaban 
relacionados con el metabolismo de àcidos grasos. La herramienta agrupa los procesos e 
indica que sôlo pueden considerarse como significativos aquellos que tengan una puntaciôn 
superior a 1.5. Ninguno de los grupos superô el umbral de 1.5, esto se puede deber a que 
las proteinas codificadas por los genes diferencialmente expresados no tengan funciones 
similares y no se puedan agrupar en grupos funcionales, o bien que el numéro de genes 
diferencialmente expresados es muy bajo y el programa no tiene suficiente informaciôn 
para realizar los grupos.
Se localizô la posiciôn de los genes en los diferentes cromosomas porcinos 
mediante el uso de las bases de datos Ensembl y NCBI y cuando no fue posible porque el 
gen no estuviese mapeado, se recurriô al mapa comparativo humano-porcino, aunque en 
estos no ha sido posible determinar la posiciôn exacta en Megabases.
De los 22 genes diferencialmente expresados, 11 estàn localizados en el SSC12. 
Cabe destacar que cinco de ellos se encuentran localizados entre las posiciones de 21.64 y
29.65 Mb, prôximos al QTL o incuso incluidos dentro del intervalo de confianza del 
mismo (26.47-35.11 Mb). Uno de estos genes es el ya conocido PCTP. La proteina 
codificada por este gen pertenece a la familia STARD, de hecho este gen también es 
conocido como STARD2. El producto proteico està imphcado entre otros en el transporte 
lipidico y de fosfolipidos y en el metabolismo del colesterol. Por lo tanto, en funciôn de 
estos resultados y de los resultados obtenidos en el epigrafe 6.4.2.1, este gen es un sôlido 
candidato funcional y posicional. Otro de los genes diferencialmente expresados que résulta 
interesante desde el punto de vis ta de su funciôn y su localizaciôn es el gen TMEM97 que 
codifica para una proteina de membrana que juega un papel importante controlando los 
niveles celulares de plasma y que cuya expresiôn està regulada por los factores de 
transcripciôn SREBF1 y SREBF2. Los restantes diez genes no tenian una funciôn directa 
relacionada con el metabolismo lipidico.
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7.1.2. Resultados en funciôn del numéro de copias del alelo ACACA. 
ASGA0066302A
Se detectaron 20 sondas con p < 0.001 (Tabla 7.2), todas ellas tenian un valor de 
FDR < 0.10. Todas las sondas pudieron ser anotadas. Asimismo mediante GO (DAVID 
2008) se anotaron funcionalmente los 19 genes diferencialmente expresados. S in embargo 
no se detectaron grupos funcionales con una puntuacion superior a 1.5.
Tabla 7.2. Genes diferencialmente expresados en funciôn del genotipo del numéro de 
copias de los alelos del iiVP636
Sonda Anotaciôn Cromosoma Mb posterior Ratio*
Ssc.2881.1.Sl_at CPSF3L SSC6 42.91 2.98 x 10 ' 1.12
Ssc.24636.1.Al_at PANK3 SSCI 6 52.66 3.94 X 10 ' 1.13
Ssc.9782.1.A l_at KRT10 SSC12 - 6 .8 2 x 1 0 ' 1.19
Ssc.29848.1.Al_at PDE4D SSCI 6 35.86 2.76 X 10 ' 1.16
Ssc.3709.1.Sl_at M RPLW SSCI 2 21.58 2.81 X 10' 1.17
Ssc. 1286.1. A l_at SUZ12 SSC12 40.82 0.00024 0.86
Ssc.l9416.1.Al_at ÎL21R SSC3 17.6 0.00027 0.67
Ssc.23484.1.Al_a_at SCARB2 SSC8 61.27 0.00028 0.86
Ssc.26888.1.Al_at DDX2J SSC9 - 0.00029 1.11
Ssc.29640.1.Al_at RBM39 SSCI 7 41.2 0.00036 1.12
Ssc. 19050. l.Sl_at DHRS7C SSC12 51.7 0.00038 1.21
Ssc.4026.1.Sl_at E R V W E 1 SSC9 0.00047 1.12
Ssc.l6926.1.Sl_at SLC2A5 SSC6 - 0.00051 1.11
Ssc.24698.1.Sl_at GCHFR SSCI 137.06 0.00071 1.17
Ssc.9351.1.Al_at OS RI SSC13 18.95 0.00081 1.11
Ssc.4246.3.Sl_at A R H G E F W L SSC6 52.46 0.00085 1.23
Ssc.l5565.1.Sl_at LCP2 SSC16 50.98 0.00090 1.16
Ssc.14311.1. A l_at KÎAA1407 SSC13 10.89 0.00096 0.87
Ssc.8528.2.Sl_at crsc SSC9 - 0.00097 1.31
Ssc.8528.1.Al_at C ISC SSC9 - 0.00099 1.27
* Ffecto de una desviaciôn ti'pica (a -  0.58) del numéro de copias sobre la expresiôn de cada sonda
De las 20 sondas anotadas, cuatro corresponden a genes localizados en el SSC 12. 
De estos cuatro, uno de ellos, el gen M RPLW  està localizado en la posiciôn de 21.58 Mb, 
cercano al QTL. No obstante, la proteina codificada por este gen no tiene efecto directo 
sobre la composiciôn de àcidos grasos. Asimismo, el resto de los genes no tiene una 
funciôn directamente relacionada con el metabolismo de àcidos grasos, por lo que ninguno 
ha podido ser considerado como un gen candidato potencial.
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7.1.3. Resultados en funciôn del numéro de copias del alelo PCTP 
ASGA0054039C
Se detectaron un total de 48 sondas diferencialmente expresadas con p < 0.001, de 
las cuales 8 tenian un valor de FDR <0.10 (Tabla 7.3).
Tabla 7.3. Genes diferencialmente expresados en funciôn del numéro de copias de los 
alelos del SNP542
Sonda Anotaciôn Cromosoma Mb P  posterior Ratio*
Ssc.22988.1.Sl._at PCTP SSC12 29.65 3.34 X 10" 0.82
Ssc.5902.1.Al_at c o x / / SSCI 2 28.93 1.16x10* 1.20
Ssc.l7449.1.Sl._at 0LFM1 SSCI - 1.63 X 10 * 1.36
Ssc.l0192.1.Al _at COX// SSC12 28.93 1 .5 3 x 1 0 ' 1.13
Ssc.6525.2.Al_ at PPP1R12A SSC5 96.06 1 .0 7 x 1 0 ' 1.27
Ssc.26209.1.Sl._at SPATS2 SSCI 5 97.65 2.14 X 10 ' 0.89
Ssc.29609.2.Al _at SVIP SSC2 - 2.55 X 10 ' 1.27
Ssc.l9050.1.Sl._at DHRS7C SSC12 51.7 0.00006 0.88
* F f e c t o  d e  u n a  d e s v ia c iô n  tip ica  (a  =  0 .5 1 )  d e l n u m é r o  d e  c o p ia s  so b r e  la e x p r e s iô n  d e  cad a  s o n d a
Las 48 sondas diferencialmente expresadas pudieron ser anotadas, cabe rnencionar 
que dos de ellas correspondian a distintos trànscritos del mismo gen [C 0X 11). Mediante la 
herramienta DAVID 2008 se anotaron funcionalmente 41 de los genes genes y tal como en 
el anàlisis anterior se intentô de agrupar de acuerdo a sus funciones biolôgicas. Ninguno de 
los grupos superô la puntuaciôn de 1.5 indicada por el programa, probablemente debido a 
que no habia informaciôn suficiente para realizar este anàlisis.
De los siete genes con FDR < 0.10, C0X11, PCTP y DHRS7C  estàn localizados en el 
SSC12, los dos pdmeros en posiciones cercanas al intervalo de confianza del QTL (28.93 y
29.65 Mb) y el tercero, DHRS7C  màs alejado del intervalo de confianza del QTL (51.7 
Mb). Cabe destacar que el gen diferencialmente expresado que présenta mayor significaciôn 
estadistica es el propio gen PCTP.
7.1.4. Resultados en funciôn del alelo PCTP: ASGA0Û5404Kj
Se detectaron un total de 38 sondas diferencialmente expresadas con p < 0.001, 
todas ellas tenian un valor de FDR <0.10 (Tabla 7.4).
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Tabla 7.4. Genes diferencialmente expresados en funciôn del numéro de copias de los 
alelos del del TNP544.
Sonda Anotaciôn Cromosoma Mb P  posterior Ratio
Ssc.22988.1.Sl_at PCTP SSC12 29.65 4.25 X 10 " 1.34
Ssc.5902.1.Al_at c o x / / SSC12 28.93 7.4x10" 0.78
Ssc.7209.1.Al_at C0X11 SSC12 28.93 1 .1 5 x 1 0 ' 1.11
Ssc.24800.2.Al_at LOC100514982 SSC12 24.44 3.02 X 10 ' 0.89
Ssc.6484.1.Sl_at PNPO SSC12 21.64 2.33 X 10 ' 1.27
Ssc.1023.l.Sl_at RBM33B SSC6 - 3.21 X 10 ' 1.21
Ssc.30718.1.Al_at KCNH2 SSCI 8 53.61 4.98 X 10 ' 1.30
Ssc.9577.1.Sl_at A T X N 7 SSC13 38.26 6 .6 4 x 1 0 ' 1.13
Ssc.l0391.1.Al_at M CAM SSC9 45.13 7.34 X 10 ' 0.85
Ssc.l9050.1.Sl_at DHRS7C SSC12 51.70 7 .4 8 x 1 0 ' 1.19
Ssc.l7447.1.Al_at GTF3C5 SSCI 288.40 8 .1 7 x 1 0 ' 1.10
Ssc.2847.1.Sl_at AN K RD 9 SSC7 131.30 0.00010 1.25
Ssc.24715.1.Sl_at FAM 8A1 SSC7 139.19 0.00015 1.11
Ssc.4110.1.Sl_at TTLL4 SSC15 113.90 0.00017 1.14
Ssc.21245.1.Sl_at GRAMD4 SSC5 - 0.00018 1.11
Ssc.12654.1.Al_at M EF2A SSCI 146.05 0.00027 1.11
Ssc.25859.1.Sl_at ANKRD40 SSC12 23.98 0.00029 1.16
Ssc.l2654.2.Al_at MEF2A SSCI 146.05 0.00030 1.13
Ssc.6978.1. A l_at AiXX SSCI 136.03 0.00030 1.16
Ssc.6382.1,Al_at PPP1R3B SSC15 53.09 0.00031 1.37
Ssc.19884.1.Sl_at SSCI 18.87 0.00047 1.14
Ssc.10549.1.A l_at BOC SSC13 109.37 0.00051 1.18
Ssc.15352.1.Sl_at FAM117A SSC12 2129 0.00054 1.14
Ssc.21383.l.A l_at PH0SPH 01 SSC 12 - 0.00063 1.15
Ssc.5620.l.A l_at T0B1 SSC 12 23.90 0.00065 1.12
Ssc.l6679.1.Sl_at BMP1 SSC14 64.00 0.00069 0.78
Ssc.l3476.1.Al_at PEG 10 SSC9 - 0.00074 0.75
Ssc.4895.2.Sl_at PBX02T SSC15 - 0.00075 1.16
Ssc. 10675.1. A l_at U \X 1 SSC8 34.63 0.00085 1.162
Ssc.29510.1.Al_at ZNF780A SSC6 - 0.00090 1.17
Ssc.26209.1.Sl_at SPATS2 SSC15 97.65 0.00090 1.14
Ssc.l333.1.Al_at ZCCHC11 SSC6 113.45 0.00091 1.11
Ssc.8295.1.Al_at A G XT2L1 SSC8 97.37 0.00094 1.36
Ssc.27429.1.Al_at CPEB2 SSC8 74.72 0.00094 0.81
Ssc.2230.1.Al_at N O O L SSC14 112.00 0.00096 0.90
Ssc.22197.1.Sl_at PXNCG SSCI 247.02 0.00097 0.84
Ssc.l9381.1.Al_at HOMEPC SSC2 - 0.00098 1.12
* E f e c to  d e  u n a  d e s v ia c iô n  u p ica  (cj -  0 .6 6 )  d e l n u m é r o  d e  c o p ia s  so b r e  la e x p r e s iô n  d e  cad a  s o n d a
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Todas las sondas pudieron ser anotadas. Asimismo mediante G O  (DAVID 2008) 
se anotaron funcionalmente 33 de los 38 genes diferencialmente expresados. Sin embargo 
no se detectaron grupos funcionales con una puntuacion superior a 1.5.
Un total de nueve genes fiie localizado en el SSC 12, siete de los cuales estàn 
localizados en la region 21.64 -  29.65 Mb, proximos al intervalo de confianza del QTL 
(30.96-35.02 Mb). La sonda diferencialmente expresada con mayor nivel de significaciôn 
corresponde al propio gen PCTP. El valor del ratio igual a 1.31 indicaba un incremento en 
la expresiôn de un 31% producido por una desviaciôn tipica (o = 0.66 copias), por lo tanto, 
una copia del alelo G incrementa la expresiôn en un 50% y dos la duplicaria.
7.1.5. Resultados en funciôn de les genotipos del SNP ASGA0054041A>G
En este anàlisis, se analizô la expresiôn diferencial atendiendo a las comparaciones 
entre las parejas de los très posibles genotipos, comparàndose AA vs AG, AA vs GG y AG 
vs GG. Al comparar los genotipos de los dos homozigotos se detectaron un total de 57 
genes diferencialmente expresados. En la comparaciôn AA vs AG se detectaron 18 sondas 
diferencialmente expresados, mientras que al comparar GG vs AG, se detectaron un total 
de 41 sondas diferencialmente expresadas. En la tabla 7.5 se muestran los ratios de las 
sondas diferencialmente expresadas al comparar los diferentes genotipos. En esta tabla sôlo 
apareci'an representadas aquellas que estaban diferencialmente expresadas en el anàlisis 
reaUzado udlizando la clasifîcaciôn 4.
A partir de los resultados obtenidos en este anàlisis podemos saber cuàl es la 
diferencia de expresiôn en cada sonda para cada uno de los genotipos. En el caso del gen 
PCTP, los individuos con el genotipo GG exprès an este trànscnto dos veces màs que los 
homozigotos A A  y un 30% màs que los heterocigotos. Asimismo los heterocigotos 
expresan el trànscrito un 30% màs que los homozigotos AA. Estos resultados indican que 
el efecto del SNP sobre la expresiôn del gen es aditivo.
Los genes C0X11, PNPO, ANKRD40, FAMM117A, LOC100514982, 
CDK3RAPJ, MRPLW, TMEM97 y PCTP estàn localizados en el SSCI2 y en muchos 
casos, situados prôximos o incluidos en la en el intervalo de confianza del QTL. Ademàs, 
todos tienen en comûn que se observaron diferencias de expresiôn en al menos uno de los 
anàlisis realizados. Asimismo, TMEM97 y PC7TP estàn relacionados con el metabolismo 
lipidico por lo que podrian ser considerados genes candidatos tanto funcionales como 
posicionales para explicar el QTL.
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Es recomendable la validacion mediante PCR cuantitativa de los resultados 
obtenidos con arrays de expresion ya que éstos proporcionan una medida algo grosera. 
Lamentablemente esta tarea no ha tenido cabida durante los ahos de realizacion de la tesis 
porque estos resultados se han obtenido al final de la misma, pero dicha validacion sera 
realizada en un futuro inmediato. Segun lo expuesto en el pàrrafo anterior, la validacion 
deberia ser realizada en los genes TMEM97 y PCTP para dar màs solidez a su condicion de 
genes candidatos.
Tabla 7.5. Genes diferencialmente expresados y ratios de expresiôn en la comparaciôn 
entre genotipos del JAT544 (ASGA0034041A>G)
Sonda Anotaciôn AA vs GG AA vs AG AG vs GG
Ssc.22988.1.Sl_at PCTP 0.49 0.71 0.69
Ssc. 5902. l.A l_at c o x / / 1.92 1.30 1.49
Ssc.24800.2.Al_at LOC100514982 1.33 1.18 -
Ssc.7209.1.Al_at c o x / / 0.78 0.88 -
Ssc.l0391.1.Al_at M CAM 1.48 - -
Ssc.8295.l.A l_at /^G X T Æ / 0.42 - 0.46
Ssc.30718.1.Al_at KCNH2 0.54 - -
Ssc.22197.1.Sl_at FANCG 1.63 - -
Ssc.l5352.1.Sl_at FAM117A 0.70 - -
Ssc.4110.1.Sl_at TTLL4 0.73 - -
Ssc. 17447.1. A l_at GTF3C5 0.80 - -
Ssc.1023.l.S l_at RBM33B 0.67 - -
Ssc.9577.l.S l_at /i7 X N 7 0.76 - -
Ssc.2230.1.Al_at N 0 C 3 L 1.34 - -
Ssc.21245.1.Sl_at GRAMD4 0.78 - -
Ssc.26209.1.Sl_at SPATS2 0.70 - -
Ssc.19050.1.Sl_at DHRS7C 0.69 - -
Ssc.6484.1.Sl_at PNPO 0.62 0.70 -
Ssc.5620.l.A l_at T0B1 0.75 - -
Ssc.21383.l.A l_at PH0SPH01 - 0.78 -
Ssc.19381.l.A l_at HOMEPC - 0.83 -
Ssc.25859.1.Sl_at ANKRD40 - 0.79 -
Ssc.29510.1.Al_at ZNF780A - 0.76 -
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8.1. GENES CANDIDATOS
En el présenté trabajo se caracterizô el ADNc de très genes localizados en el SSCI2 
en animales pertenecientes a las razas Ibérico y Landrace y se buscaron polimorfismos 
localizados bien en la region cocüficante o en regiones reguladoras de estos genes que 
pudiesen ser utilizados en la deteccion de QTLs para la composiciôn de àcidos grasos 
medidos en grasa subcutànea e intramuscular asi como en anàlisis de asociaciôn para testar 
el efecto de dichos polimorfismos.
Se han seleccionado genes que codificasen para una proteina con una funciôn 
relevante en el metabolismo lipidico o, en concrete con el metabolismo de àcidos grasos. 
Ademàs, tomando como referencia el estudio del que parte el présenté trabajo (Munoz et 
ai, 2007), dos de los genes {ACOX  y A C LY) fueron elegidos por encontrarse prôximos a 
uno de los dos QTLs detectados.
Igualmente, a la vista de los resultados del citado estudio, se buscaron 
polimorfismos en las posibles regiones promotoras del gen A C A C A , que pudiesen explicar 
los efectos del segundo QTL.
En mamiferos, la degradaciôn de los lipidos se produce gracias a la acciôn 
combinada de la ^-oxidaciôn que tiene lugar en mitocondrias y peroxisomas. La funciôn de 
la (3-oxidaciôn peroxisomal consiste, principalmente, en la degradaciôn de àcidos grasos 
saturados de cadena larga para convertirlos en otros de cadena màs corta que son 
exportados a las mitocondnas donde terminan el proceso de conversiôn a acetyl CoA 
(Kunau et al., 1995). El primer paso de la ruta es catalizado por la enzima ACOXl que 
pertenece a la superfamilia de las flavoenzimas, a la cual también pertenecen las 
deshidrogenasas mitocondriales (Fournier et al, 1994). ACOXl es la enzima limitante de la 
ruta y tiene por tanto un papel muy importante en el funcionamiento del proceso. De 
hecho, en humanos hay descri to un desorden, Adrenoleucodisîrofia pseudonatal (Wanders et ai, 
2001), en el cual la ausencia de la actividad de esta proteina impide la degradaciôn de los 
àcidos grasos de cadena larga que se acumulan en el plasma. Este proceso desencadena una 
desmielinizaciôn progresiva de las neuronas que da lugar a un retraso en el desarrollo del 
sistema psicomotor y regresiôn neuronal.
El cDNA del gen A C O X l  ha sido caracterizado en numerosas especies de 
mamiferos como koala, rata, ratôn o humano (Fournier et al, 1994; Miyazawa et al, 1987; 
Ngo et al, 2003; Nohammer et al, 2000) asi como en organismos modelo s como Dario rerio 
o Saccharomyces cerevisae (Dmochowska et ai, 1990; Morais et al, 2007). En general, la
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estructura del gen esta muy conservada en las especies de mamiferos estudiadas, consta de 
14 exones y 13 intrones con posiciôn identic a excepto en el caso del exôn 14 en rata 
(Osumi et ai, 1987). Asimismo, en mamiferos y en Dario rerio se han descnto dos trànscritos 
del gen ACOXX, que tienen la misma longitud, pero difieren en la secuencia de nucleôtidos 
del exôn 3 (3-1 y 3-II), la presencia de un tipo u otro de exôn se debe a corte-empalme 
alternativo (Fournier et ai, 1994; Miyazawa et ai, 1987; Morais et al., 2007; Ngo et ai, 2003; 
Nohammer et ai, 2000). Estas caracteristicas comunes del gen en diferentes especies son un 
indicador del elevado grado de conservaciôn del mismo a lo largo de la evoluciôn y de la 
relevancia de la proteina para la funcionalidad del organismo.
En el présente trabajo se caracterizô la secuencia del ADNc del gen A C O X l 
porcino. La secuencia obtenida fue alineada con las secuencias homôlogas descritas en 
humano y ratôn verificândose la presencia en porcino de los 14 exones descritos para otras 
especies de mamiferos. Asimismo, mediante este alineamiento se conûrmô que las 
secuencias consenso de los extremos de los exones eran consistentes con la secuencia 
consenso (GT/AG). Por otro lado, también se confirmô la presencia, en higado de las dos 
variantes de trànscrito descritas en las especies anteriormente mencionadas.
El ADNc de A C O X l  codifica una proteina compuesta por 661 aminoàcidos, igual 
que ocurre en rata y en ratôn y con un aminoàcido menos que la proteina de humano que 
se compone por 660 aminoàcidos. Asimismo, la secuencia aminoacidica contiene las 
regiones caracteristicas de la proteina: la secuencia “KW W PGG” corresponde al dominio 
“fatty ayl-coA oxidase’\  “CGGHGY” al motivo de union F AD y por ultimo, “SKL” que 
conforma la sehal peroxisomal.
En el présenté estudio se detectaron cinco polimorfismos y très de ellos fueron 
genotipados en los individuos parentales. La cosegregaciôn de los polimorfismos ha 
permitido définir dos haplotipos: Fil: c.[481G; 1238A; *21 G] y H2: c.[481C; 1238G; *21A]. 
Después de genotipar todos los individuos del cruce IBMAP el haplotipo H1 ha sido el 
màs frecuente (Tabla 4.4) y no se observô ningùn individuo homocigoto H2H2.
En el anàlisis realizado en grasa subcutànea, se detectô un QTL prôximo a la 
posiciôn donde mapea en el gen (17.5 cM), por lo que se realizô un anàlisis de asociaciôn 
de estos haplotipos con los àcidos grasos afectados por el QTL (C l6:0, C18:3, C20:l(n-9) y 
A CL). Sin embargo, no se detectô ningun efecto sigmficativo de los haplotipos sobre estos 
caractères.
A pesar de que la funciôn de la proteina ACOX està directamente relacionada con 
el metabolismo de àcidos grasos y estudios realizados en ratôn demuestran que la expresiôn
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de este gen aumenta signifïcativamente en machos alimentados con dietas ricas en grasas 
(Fan et al., 1996), apenas se han realizado estudios de asociaciôn de este gen con caractères 
productivos en animales de granja. El unico estudio pubÜcado fue el realizado por Zuo et 
al. (2007), en el cual detectaron un efecto sigmficativo dominante sobre el indice de firmeza 
y el color de la carne de un SNP localizado en el intrôn 9 del gen A C O X l, en un cruce 
Large White x Meishan. Por otro lado no detectaron efectos sobre el porcentaje de grasa 
intramuscular.
La escasez de estudios publicados en este campo junto con los resultados obtenidos 
en el présenté trabajo es reflejo de la dificultad de encontrar polimorfismos en este gen. En 
esta tesis, de 667 animales genotipados de las generaciones F2, F3, RCl y RC2 se 
detectaron 560 H lH l, 107 H1H2 y ningùn homocigoto H2H2. Dadas las frecuencias 
divergentes que, para este polimorfismo, presentan las lineas parentales, pudiera ocurrir que 
los individuos H2H2 posean alguna desventaja selectiva.
La enzima ATP citrato liasa (ACLY) cataliza en el citosol la formaciôn de acetil- 
coenzima A y oxalacetato a partir de citrato y CoA mediante hidrôlisis de ATP (Knowles et 
ai, 1974). El acetil-CoA producido esta imphcado en la ruta de sintesis de âcidos grasos y 
colesterol por lo que la ACLY es considerada una enzima hpogénica junto a la sintasa de 
âcidos grasos (FASN) y a la enzima acetil-CoA carboxilasa a (ACACA) (Gibson et ai, 
1972). En mamiferos, la actividad de la enzima esta regulada por la alimentaciôn asi como 
por los niveles de insuhna (Katsurada et al, 1986).
La secuencia del ADNc del gen A C L Y  ha sido objeto de numérosos estudios 
especialmente en rata; en esta especie el gen completo abarca 55kb organizados en 29 
exones. Se han detectado dos isoformas del gen, en diferentes tejidos (cerebro, rihôn, 
glândula mamaria, pulmôn e higado), una que contiene los 29 exones y otra que carece del 
exôn 14 (Moon et al, 1996). Otros estudios han permitido identificar también las dos 
isoformas con una estructura similar en humano (Suzuki y Okuda, 1981). La homologia 
entre la secuencia de aminoàcidos deducida de las proteina ACLY en humano (con 1105 
aminoàcidos) y en rata (con 1100 aminoàcidos) es de un 96,3% (Elshourbagy et al (1992)). 
En el présente trabajo se caracterizô la secuencia del ADNc del gen porcino A C L Y  en 
higado y se observô la presencia del trànscrito completo con los 29 exones, asi como de la 
variante que carece del exôn 14. Por otra parte, la longitud de la secuencia de aminoàcidos 
deducida resultô ser hgeramente inferior a las anteriores, abarcando un total de 1076 
aminoàcidos.
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Se detectaron y genotiparon dos polimorfismos en los individuos del cruce IBMAP 
pero, tan solo se detectô una asociaciôn sugestiva entre el polimorfismo A C LY :  c.523T>C 
y el porcentaje del âcido palmitico (C l6:0) medido en grasa subcutànea, con un valor de 
0.182 ± 0.099 (P < 0.059). H as ta la fecha, no se ha publicado en porcino ningùn estudio en 
el que se anaüce la implicaciôn de este gen en la vanaciôn del perfil de âcidos grasos o algùn 
otro tipo de carâcter relacionado la calidad de carne. Sin embargo, se han publicado 
numerosos trabajos en los que se describe una regulaciôn de este gen a nivel transcripcional 
en diferentes especies y se relacionan dichos niveles transcripcionales con un mayor o 
menor contenido en grasa del organismo estudiado. Estudios realizados en gallinas 
descri ben la presencia de niveles significativamente superiores de ARNm en higado de 
lineas de gallinas grasas respecto a otras lineas magras (Daval et ai, 2000). Asimismo Ren el 
ai (2008) describieron una mayor expresiôn del gen en cerdos de la generaciôn FI de 
cruce s Meishan x Large-White y Large-White x Meishan, respecto a los individuos 
parentales.
Uno de los elementos reguladores de la expresiôn de este gen descritos hasta el 
momento es la proteina codificada por el gen Sterol Regulatory Element Binding Factor 1 
(SREBF1). Esta proteina actùa como factor de transcripciôn regulando la expresiôn de 
proteinas lipogénicas como ACLY y ACACA (Sato et al, 2000). Asimismo, la actividad de 
la propia proteina SREBFl es inducida mediante la insulina, de tal manera que cuando el 
organismo ingiere alimentos, se produce un incremento de secreciôn de insulina y se 
desencadena una cascada que dériva en un aumento de la sintesis de now de âcidos grasos y 
colesterol (Foretz étal., 1999).
En porcino, el gen SREBFl mapea en el extremo del brazo largo del cromosoma 
12, pero no estâ localizado dentro de ninguno de los intervalos de confianza de los QTLs 
detectados (Munoz et al., 2007). Por lo tanto, la elecciôn de este gen candidato fue realizada 
en base a sus propiedades funcionales y a la regulaciôn transcripcional de los genes que si 
estân localizados en los intervalos de confianza y que codifican las proteinas lipogénicas 
ACLY y ACACA mencionadas anteriormente. Asimismo, su posiciôn en el cromosoma, ha 
permitido disponer de un marcador en una regiôn que la que en el anâhsis inicial no se 
pudo disponer de ningùn microsatélite informaùvo.
En el présente estudio se detectaron siete polimorfismos localizados en el ADNc 
del gen SREBFl y, de ellos, los SNPs c.l023T>C y c.2597C>T fueron los mâs 
in forma ti vos. El polimorfismo c.2597C>T da lugar a un cambio de aminoàcido que, segùn 
los modelo generados por las herramientas S \L \R T y PSIPRED, estaria localizado en una
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region de baja complejidad. Asimismo este cambio séria tolerado por la estructura de la 
proteina, en base a las predicciones de la herramienta SIFT. En lo que concierne al SNP 
c.l023T>C las predicciones del R N A  Secondary Structure Prediction indican que podria inducir 
cambios estructurales en la conformaciôn secundaria del RNA. Chen et al. (2008) 
analizaron este polimorfismo en las razas puras de cerdos Eurhalian y Sutai y detectaron un 
efecto sobre el porcentaje de grasa intramuscular de una de las clases de los homocigotos 
respecto al resto de genotipos.
En nuestro trabajo se ha incluido el SNP c.l023T>C como marcador en la 
deteccion de QTLs en grasa subcutànea y en una de las detecciones Uevadas a cabo en 
grasa intramuscular. Asimismo, se llevo a cabo el anàlisis de asociaciôn del SNP sobre los 
diferentes porcentajes de âcidos grasos de ambos tejidos (resultados no mostrados), aunque 
no se detectô asociaciôn significativa con ninguno de los caractères. Por otra parte un 
trabajo realizado en ganado vacuno japonés, describe una inserciôn/deleciôn localizada en 
un intrôn de este gen con efectos sobre la proporciôn de MUFA en grasa intramuscular 
(Hoashi et al, 2007). Dichos efectos han sido contrastados en diferentes lineas genéticas de 
bovino, obteniéndose resultados dispares. Por un lado se detectô un efecto en la 
concentraciôn de los âcidos esteârico y linoleico asi como en el porcentaje de âcidos 
polinsaturados medidos en la grasa intramuscular de la carne de vacuno coreano (Bhuiyan 
et ai, 2009). Sin embargo en otras poblaciones de ganado vacuno japonés asi como en toros 
Fleckvieh, no se detectaron efectos relevantes en el perfil de âcidos grasos de las grasas 
subcutànea e intramuscular (Barton et ai, 2010; Ohsaki et ai, 2009).
Nuestro s resultados no proporcionan indicios de que pueda haber otro 
polimorfismo en el gen que estuviese asociado al perfil de âcidos grasos de ambos tejidos 
analizados, no obstante la relevancia funcional del gen, su relaciôn con las enzimas 
lipogénicas anteriormente citadas y los resultados publicados en bovino, dejarian la puerta 
abierta a una continuaciôn del anàlisis de este gen. De hecho, se podria comprobar si 
alguno de los otros polimorfismos que hemos detectado tiene algùn efecto sobre la 
composiciôn de âcidos grasos.
La enzima acetil-CoA carboxilasa ce cataliza la formaciôn de malonil CoA a acetdl- 
CoA en el citoplasma, el paso limitante en la sintesis de los âcidos grasos de cadena larga. 
En humanos el gen A C A C A  estâ compuesto por 58 exones principales y, de ellos, los 
exones E5 a E58 codifican para una proteina de 265 KDa. En un estudio previo realizado 
en nuestro grupo (Munoz et ai, 2007) el ADNc de los exones E5 a E58 del gen A C A C A
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porcino fue caracterizado detectandose 15 polimorfismos sinonimos y efectos significativos 
de dos de ellos sobre la composiciôn en âcidos grasos de la grasa dorsal.
En este trabajo se ha ampliado la bûsqueda de polimorfismos a las posibles 
regiones reguladoras del gen. Aunque no se dispone de informaciôn referente a porcino, se 
sabe que en otras especies de mamiferos la transcripciôn del gen A C A C A  estâ controlada 
por très promotores (PI, PII y PIII) y da lugar a una elevada heterogeneidad en la regiôn 5’ 
no traducida (Mao et al. 2001). En bovino, los trànscritos controlados por PI se expresan 
principalmente en tejido adiposo pero también en higado en condiciones lipogénicas. PII es 
una regiôn nca en dinucleôtidos CpG que parece estar funcionalmente conservada en todas 
las especies de mamiferos. Los islotes CpG son caracterisücos de los genes que se expresan 
de manera constitudva y todo indica que PII actùa como un “Promotor Housekeeping aunque 
puede ser estimulado en glândula mamana, durante la lactaciôn. El tercer promotor, PIII es 
activo en glândula mamaria. En humanos también se conocen très promotores (Mao et al., 
2003; Barber et al., 2004) pero, en este caso, PI no présenta homologia con las secuencias 
de PI desentas en rata, bovino u ovino y parece actuar como un promotor consùtutivo. Por 
otra parte la actividad de PIII aumenta en lineas celulares de tumores mamanos y se cree 
que, en humanos tal como en mmiantes, podria desempenar una funciôn importante en la 
producciôn de grasa de la loche, necesaria para el desarrollo neonatal. Los trànscritos 
derivados de PI y PII dan lugar a proteinas idénticas (265 kDa) ya que al codôn ATG de 
inicio de la traducciôn se encuentra en el exôn 5. PIII transcribe el ARNm desde el exôn 
5A, localizado en el intrôn 5 (véase figura 5.4), y da lugar a una proteina de 259 kDa. La 
secuencia comprendida entre los exones 1 y 5A abarca 110 kb, un tercio de la longitud total 
del gen A C A C A  y estâ considerada como la regiôn reguladora del gen.
Dada la dimensiôn de este gen y las caracteristicas de los promotores, este trabajo 
se ha centrado en la bûsqueda de polimorfismos en la regiôn correspondiente a PI. 
Asimismo, un trabajo reciente, desarroUado por Zhang et al. (2010) en vacuno, describe 
asociaciones sigmficativas entre polimorfismos identificados en el promotor I y diferentes 
âcidos grasos en el mùsculo longissimus dorsii. Se udlizaron las secuencias correspondientes a 
PI identificadas en humano y en bovino para buscar secuencias homôlogas en porcino, 
depositadas en las bases de datos. El hecho de que, en la bûsqueda realizada en las bases de 
datos, no hayamos encontrado secuencias con homologia al PI de humano sino al de 
bovino concuerda con lo que se ha dicho anteriormente. Sorprendentemente la regiôn 
identificada en Sus scrofa se encuentra entre los exones “1” y “Ic-hke” cuando cabria esperar 
que la regiôn promotora estuviera por encima del primer exôn, aunque de acuerdo con
127
DISCUSION
Mao et al. (2003), estâ dentro de la gran region reguladora del gen. Se ha analizado el 
polimorfismo A C A C A : g.48001A>G y se ha detectado una asociaciôn significativa con el 
âcido esteârico (Cl 8:0) de la grasa dorsal pero no se han detectado asociaciones 
significativas para ningùn âcido graso de la grasa intramuscular.
El gen A C A C A  abarca un tamano de mâs de 214000 pb en humano y, en porcino 
quedan muchas regiones pendientes de analizar. No obstante las nuevas técnicas de 
secuenciaciôn masiva asi como un conocimiento mâs preciso del genoma porcino (se prevé 
que la nueva versiôn SsclO esté disponible en la base de datos Ensemble en primavera del 
présente ano), facilitan la tarea de detectar nuevos polimorfismos en este gen.
8.2. DETECCION CLÂSICA DE QTLs PARA COMPOSICIÔN DE ÂCIDOS 
GRASOS EN GRASA SUBUCTÀNEA
El nuevo anàlisis de detecciôn de QTLs para âcidos grasos en grasa subcutànea 
llevado a cabo en el présente estudio contô con los genotipos de très nuevos marcadores 
(SNPs AC LY: c.*523 T>C y SREBFl: c.1023 T>C y haplotipos H1 y H2 detectados en el 
gen A C O X l:  c.[481G>C; 1238A>G; *21G>A]). Ademàs de intentar reducir los intervalos 
de confianza de los QTLs detectados en el trabajo previo (Munoz et al, 2007), se quiso 
analizar si los polimorfismos detectados en los genes A C O X l  y A C L Y  explicaban los 
efectos del QTLl.
En primer lugar, al construir el mapa de ligamiento con la informaciôn de estos très 
nuevos marcadores, la longitud del mapa de ligamiento del SSCI2 porcino pasô de medir 
117 cM a 136.2 cM, disminuyendo la distancia entre marcadores de 12.4 cM a 10.48 cM. Al 
Igual que en el trabajo previo se detectaron dos QTLs, el primero de ellos (QTLl) 
delimitado por los marcadores A C O X l  y A C LY. La amplitud de este QTL es 
efectivamente inferior al detectado por Munoz et ai (2007) ya que éste estaba acotado por 
los marcadores s0143 (posicionado antes que el gen A C O X l  en el nuevo mapa de 
ligamiento) y mâs allâ del marcador su>r1307 (posicionado después del gen A C L Y  en el 
nuevo mapa de ligamiento). El nuevo QTLl tiene efecto sobre los porcentajes de âcido 
linolénico (C18:3, n-3), gadoleico (C20:l, n-9) y palmitico (C l6:0) asi como sobre la 
Longitud Media de la Cadena (ACL).
Por otra parte, el QTL2, estâ delimitado por los marcadores w rl 802 y A C A C A  y al 
igual que en el caso anterior, el intervalo de confianza es inferior al detectado por Munoz et 
al (2007). Asimismo, se detectaron efectos del QTL sobre los porcentajes de los âcidos
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grasos miristico (C l4:0), palmitoleico [C16:l, n-9], esteârico (C l8:0) y vaccénico [C18:l, n- 
7], siendo el efecto sobre C14:0 principalmente dominante. Los efectos detectados de los 
dos QTLs fueron comunes en ambos trabajos en todos los casos excepto en el caso del 
C l4:0 ya que Munoz et al. (2007) detectaban un efecto sobre el mismo principalmente 
aditivo y localizado en el QTLl y en el présente estudio se detectô un efecto 
principalmente dominante y localizado en el QTL2. Por otro lado se detectô un nuevo 
efecto dominante del QTLl sobre el C l8:3 (n-3) no detectado en el trabajo previo.
Los anàlisis de asociaciôn con los genes candidatos pusieron de manifiesto, como se 
ha comentado previamente en la discusiôn de la caracterizaciôn de genes candidatos, que 
los polimorfismos detectados en los genes A C O X l y A C L Y  no explican los efectos 
observados del QTLl, por lo tanto, un nuevo gen candidato localizado dentro del intervalo 
de confianza del QTL debe ser buscado para explicar los efectos del mismo.
Por otro lado, se repitieron los diferentes anàlisis de asociaciôn (modelo animal y 
modelo de asociaciôn asistida por marcadores) entre el polimorfismo A C A C A : c.5634T>C 
y los porcentajes de los âcidos grasos palmitoleico [C16:l, n-9], esteârico (C l8:0) y 
vaccénico [C18:l, n-7] y se observô que los efectos de este polimorfismo se mantienen. 
Asimismo, se realizô un nuevo anâlisis de asociaciôn entre el nuevo SNP intrônico 
detectado en este gen (g.4800i A>G) observândose un efecto del mismo sobre el 
porcentaje de C l8:0. A pesar de estos resultados significativos, no se puede afirmar que 
alguno de estos polimorfismos sea el responsable del efecto detectado. Se realizaron 
expeiimentos y estudios complementarios que proporcionasen evidencias sobre la 
relevancia de estos polimorfismos.
En el primero de estos estudios, que hubo de realizarse en muestras de animales del 
RC2, se analizô mediante PCR cuantitativa el efecto de los genotipos de estos SNPs sobre 
la expresiôn del gen A C A C A  en grasa subcutànea. Para ambos polimorfismos se 
encontraron diferencias de expresiôn entre los genotipos, significativas para el SNP g.48001 
A>G y sugestivas para el c.5634T>C. Se aprecia un patrôn de dominancia en ambos casos 
ya que la expresiôn de uno de los homocigotos difiere significativamente de los demâs 
genotipos. Esta dominancia del efecto sobre la expresiôn no es concordante con la 
naturaleza aditiva del efecto de estos polimorfismos sobre la composiciôn de âcidos grasos.
Paralelamente, se llevô a cabo un segundo estudio para comprobar si los efectos del 
SNP c.5634T>C se mantem'an en dos poblaciones no expérimentales Ihén'co x îbérico y Duroc 
X îbérico. En la primera de ellas, se detectaron efectos significativos del SNP sobre los 
porcentajes de los âcidos grasos miristico (C l4:0) y palmitico (C l6:0), pero no sobre
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C l6:1 (n-9), C18:0 y C l8:1 (n-7). Sin embargo, en los animales cruzados Duroc \  Ibérico no se 
detectaron efectos significativos del SNP sobre ninguno de los âcidos grasos analizados.
El conjunto de resultados obtenidos indican que el polimorfismo analizado estâ en 
desequilibrio de ligamiento con la mutacion causal, dada la inconsistencia de los efectos 
sobre composiciôn lipidica en diferentes poblaciones. Muy probablemente la mutaciôn 
causal se encuentre en el mismo gen ACACA, dada la reiteraciôn de asociaciones 
detectadas para varios polimorfismos y la funciôn crucial de la proteina ACACA. Aunque 
en esta tesis se ha incidido en la bûsqueda de polimorfismos en la regiôn PI, debe notarse 
que estâ pendiente la caracterizaciôn de regiones importantes del gen que podrian albergar 
el polimorfismo responsable de los efectos detectados. Dicho polimorfismo podria afectar 
a posibles dianas para factores de transcripciôn/represores en algunos de los otros dos 
promotores o alterar alguna diana de microARN en la regiôn 3’UTR. Estas regiones del 
gen no han sido secuenciadas en nuestro material hasta el momento.
8.3. DETECCION CLÂSICA DE QTLs PARA COMPOSICIÔN DE ÀCIDOS 
GRASOS EN GRASA INTRAMUSCULAR
Se realizaron dos anâlisis sucesivos de detecciôn de QTLs con efectos sobre la 
composiciôn de âcidos grasos de grasa intramuscular en individuos F3, RCl y RC2. En el 
primero se empleô la informaciôn combinada de siete microsatélites, 26 SNPs del chip 
SNP60 y un SNP del gen candidato SREBFl (mapa de ligamiento 2). En la segunda 
aproximaciôn se intentô définir con mayor precision las regiones detectadas en el anterior 
anâlisis, utilizando la informaciôn de 489 SNPs del chip SNP60 para reducir el intervalo de 
confianza de los QTLs detectados. Una diferencia adicional entre estos anâlisis es que 
mientras en el primero se utilizô la posiciôn proporcionada por el mapa de ligamiento, en el 
segundo la localizaciôn en cM de los SNPs se estableciô de forma aproximada.
Debido a la limitaciôn de la versiôn 2.4 del programa CRL\L\P, el mapa de 
ligamiento 3 se obtuvo con una informaciôn reducida de 50 SNPs seleccionados entre los 
489. Para la detecciôn de QTLs, estos marcadores se posidonaron uniformemente a lo 
largo del SSC 12 a una distancia de 0.2 cM, que corresponde a la distancia media estimada a 
partir de la relaciôn entre el mapa 3 y el mapa fisico (véase Resultados 6.2.2).
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Figura 8.1. Regresiôn lineal de la posicion genética (cM) sobre la posiciôn fîsica (Mb) 
calculada a partir de los mapas obtenidos con a) 50 SNPs y b) 489 SNPs
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Afortunadamente, al finalizar este trabajo encontramos disponible en la red la versiôn 5.2 
del programa C R IM \P , en la cual si es posible realizar un mapa genébco con una densidad 
superior de marcadores. EUo nos ha permitido verificar el alcance de esta aproximaciôn 
sobre los resultados obtenidos tanto en el mapeo de ligamiento como en la detecciôn de 
QTLs. Para ello se hizo un nuevo mapa, con los 489 SNPs utilizados en la detecciôn de 
QTLs (mapa 4). Este mapa de ligamiento fue construido posicionando inicialmente los 
marcadores en el mismo orden que en el mapa fisico. La longitud résultante fue de 181.40
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cM y la distancia media entre marcadores de 0.37 cM. Este valor indica que la distancia 
entre marcadores estimada del mapa 3 (0.2 cM) estaba subestimada.
Mediante el calculo de la regresiôn lineal entre la posicion en cM de cada SNP en el 
mapa de ligamiento del SSC 12 y su localizaciôn en Mb en el mapa fîsico se realizô una 
estima de la relaciôn entre las distancias genéticas y numéro de Megabases. Este câlculo se 
llevô a cabo con la informaciôn de los mapas de ligamiento 3 y 4. En ambos casos, la 
regresiôn lineal présenta un buen ajuste (R‘ = 0.98), sin embargo, en el mapa 4 la 
equivalencia Mb-cM duplica la del mapa 3. De cualquier forma estas regresiones se aiejan 
de la convenciôn aceptada IcM = 1 Mb (Hayes et ai^ 2003; Tenesa et ai, 2007), con tasas de 
recombinaciôn hasta très veces superiores a las esperadas. Por otra parte, el ajuste de ambas 
rectas es mejor desde la posiciôn de 40 Mb hasta el final del cromosoma y ambas también 
presentan un peor ajuste en la region central del mismo, con una pendiente algo inferior. 
Este resultado podria reflejar la menor tasa de recombinaciôn alrededor de la regiôn 
centromérica.
Como la distancia media entre marcadores del nuevo mapa es superior a la 
anteriormente calculada, se realizô una nueva detecciôn de QTLs con los mismos 489 
marcadores pero considerândoles uniformemente separados por 0.37 cM. El mayor tamano 
en cM del cromosoma supuso la realizaciôn de un mayor numéro de tests de 
presencia/ausencia del QTL (1 test/cM): 181 en lugar de los 98 realizados en el anterior 
anâlisis. Los valores de FDR calculados de acuerdo con Benjami y Yekutieli (2005) fueron 
por ello mâs restrictivos, de tal manera que para FDR = 10% (QTL sugestivo) el umbral de 
P corresponde a 0.1/181 = 5.52 x lO^y para FDR = 5% (QTL significarivo), el valor de P 
corresponde a 0.05/181 = 2.76 x lOP
En la tabla 8.1 se comparan los resultados del nuevo anâlisis de detecciôn de QTLs 
obtenidos a partir de las distancias media entre SNPs del mapa 4 con los resultados 
significativos obtenidos en el anâlisis realizado con el mapa 3. Como consecuencia del 
mayor tamano del mapa 4, se modifican todas las posiciones expresadas en cM. La posiciôn 
del QTL y su efecto sobre el porcentaje de C l6:0 son similares en ambos anâlisis. Los 
efectos sobre los indices UI y SFA y su significaciôn nominal son algo infenores en el 
anâlisis realizado con la distancia estimada del mapa 4. La posiciôn correspondiente al 
mâximo valor de LR para el âcido graso C20:4 y los indices DBI y PUFA/SFA cambia de 
31 a 19 Mb en el anâlisis mâs reciente con la distancia media entre marcadores de 0.37 cM.
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Tabla 8.1. Comparaciôn entre los resultados significativos y sugestivos obtenidos en la
detecciôn de QTLs, utilizando los mapas 3 y 4 con respectivas distancias entre los 489
SNPs de 0.20 cM y 0.37 cM.
Mapa 3 Mapa 4
Carâcter Posiciôn
cM/Mb a (ES) LR
Posiciôn
cM/Mb a (ES) LR p
C16:0 59/31.90
0.667
(0.174)
14.48 108/31.55
0.683
(0.179)
14.16 1. 6x10'
C20:4 61/34.08
-0.443
(0.134)
10.86 72/19.72
-0.438
(0.136)
10.28 0.0013
DBI 58/31.47
-0.033
(0.008)
11.73 72/19.72
-0.031
(0.009)
10.71 0.0017
UI 58/31.47
-0.129
(0.034)
13.93 108/31.55
-0.120
(0.036)
11.02 9.0x10'
SFA 58/31.47
0.827
(0.227)
12.94 111/33.17
0.800
(0.239)
10.97 9.2x10'
PUFA/SFA 58/31.47
-0.042
(0.014)
13.26 72/19.72
-0.039
(0.014)
10.00 9.1 xl O'
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Figura 8.2. Comparaciôn de los perfiles de los valores de LR de los anâlisis de detecciôn de 
QTLs con 489 SNPs realizados con los mapa 3 y 5 del SSCI2 correspondientes a: a) C l6:0, 
b) C20:4, c) DBI, d) UI, e) SFA, f) PUFA/SFA.
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En la figura 8.2 se representan los diferentes perfiles de verosimilitud de los analisis 
de deteccion de QTLs realizado con los mapas 3 y 4. Como los mapas de ligamiento tienen 
longitudes diferentes, se ha representado la variacion del valor de LR a lo largo de la 
longitud del SSCI 2 expresado en Mb. Los per files correspondientes a los acidos grasos 
C l6:0 y C20:4 son similares (Figuras 8.2. a y b) aunque, como se ha comentado en el caso 
del acido C20:4, se ha modificado la posicion del posible QTL. Sin embargo, los perfiles de 
verosimilitud correspondientes a los diferentes indices (Figuras 8.2 c, d, e y f) presen tan 
diferencias mas notables entre ambos analisis. \ ’^ arios de estos perfiles sugieren la posible 
presencia de dos QTLs, aunque esta hipotesis fue rechazada en el analisis de comparacion 
de modelos de uno y dos QTLs (Tabla 6.7).
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En los ultimes anos, se ha considerado que uno de los inconvenientes de realizar 
anâisis de deteccion de QTLs es debido a que las regiones con efecto sobre los caractères 
sueen ser extensas y es complicado conseguir intervalos de confianza pequenos que acoten 
los QTLs detectados y faciliten el proceso de bûsqueda de la mutacion causal (Fan et ai, 
2010). En el présente estudio se pretendi'a mejorar la precision respecte al analisis realizado 
cor informacion combinada introduciendo una mayor cantidad de marcadores. El QTL 
cor efecto sobre C l6:0 tiene un intervale de confianza de 45 a 52 cM en el analisis con el 
mapa 2 (informacion combinada), mientras que en el realizado a partir de la informacion 
cor los mapas 3 y 4, los intervalos de confianza estimados abarcan desde la posicion 26.47 
a 35.11 Mb y de 30.96 a 35.02 Mb respectivamente. Aunque no es senciUa la comparacion 
en te estos intervalos, no parece que se haya obtenido una mejora notable en la precision 
de a localizacion de este QTL. Posiblemente el numéro de recombinantes présentés en 
estf material biologico sea un aspecto mâs critico que el numéro de SNPs, especialmente 
cuaido el analisis realizado con el mapa 2 utihzaba ya un importante numéro de 
maicadores genéticos (27 SNPs bialélicos y seis microsatélites multialélicos).
En este mismo material biologico, Fernandez et al. (2011) realizaron un analisis 
clâsico de deteccion de QTLs para diversos caractères en los cromosomas 1, 10 y 11. Sus 
resultados han permitido la deteccion de nuevos QTLs, que no se habian detectado en 
anâisis anteriores, realizados con mapas de baja densidad basados en microsatélites. Esos 
resultados han sido verificados en estudio s paralelos de asociacion genomica en los mismos 
cromosomas (Ramayo-Caldas et al, 2010). Este conjunto de resultados parece indicar que la 
detcccion de QTLs basada en informacion de un gran numéro de SNPs puede ser relevante 
si hace posible el mapeo de regiones del genoma pobremente cubiertas por otros 
marcadores. En casos como el del SSCI2 porcino, en que se disponia de una buena 
cobertura previa con microsatélites y SNPs, la informacion anadida no conlleva la 
deteccion de nuevos QTLs.
Finalmente, cabe destacar que en los très analisis se detecto un QTL con efecto 
sobre C l6:0. El âcido graso C l6:0 es uno de los mayontanos, presentando una media de un 
22.7% del total de acidos grasos en gras a intramuscular. Los efectos detectados sobre el 
mismo son de una magnitud del 0.6% por copia del alelo Q  Ibénco, équivalentes a un 2.6% 
de la media del carâcter. Los porcentajes relativos al total de âcidos grasos son menores 
para los otros âcidos para los que se detecto el posible efecto de algün QTL, lo que 
dificulta su deteccion en expenmentos como el nuestro de no excesiva potencia.
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Ledur et al (2010) establecieron que para que un numéro elevado de marcadores 
incremente la potencia de un analisis de deteccion de QTLs es importante que los 
marcadores se dispongan de manera equidistante a lo largo del genoma. Ademâs, 
establecen que para que estos analisis sean mâs efectivos, un elevado numéro de SNPs 
(superior al disponible en el chip de porcino) debe ser utilizado. Sin embargo, determinan 
como factor limitante tener un tamano poblacional elevado, lo cual no ocurre en este 
estudio ya que se contaba con un tamano poblacional de unos 200 individuos (varia en 
funcion del âcido graso analizado) lo cual, disminuye considerablemente la potencia del 
experimento. Asimismo la procedencia de retrocmces de la mayoria de animales analizados 
contnbuye a disminuir la potencia de nuestro experimento en el que los animales QQ  estân 
escasamente representados.
Por otra parte, en el diseno del chip SNP60 se decidiô eliminar todos aquellos 
polimorfismos para los cuales se habia descrito efecto sobre algün carâcter, ya que el chip 
estaba enfocado, en un principio, a la realizacion de estudios de variabilidad entre 
diferentes razas (Ramos et al, 2009). Este hecho podria reducir su utilidad en el anâlisis de 
deteccion clâsica de QTLs.
Finalmente, se construyo un ultimo mapa a partir de la informacion de los 978 
SNPs de este cromosoma con MAF>0.15. Las frccuencias de recombinaciôn estimadas 
entre los SNPs A S G A 0 1 04321 y MARC0110971 y sus conüguos presentaron valores muy 
elevados (0.28 y 0.42), que indican altamente improbable su localizacion en el SSCI2 
(Figura 8.3). Tras la eliminaciôn de esos dos SNPs, el mapa résultante tuvo una longitud de 
285.04 cM y la distancia media entre marcadores fue de 0.29 cM, lo que supone un valor 
intermedio entre las dos distancias anteriormente estimadas.
Figura 8.3. Fragmentos de la construccion del mapa 4 en el cual se marcan en rojo los dos 
SNPs descartados por sus frecuencias de recombinacion elevadas respecto a su supuesta 
localizacion fisica
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El hecho de encontrar SNPs mal localizados en el mapa fisico pone de manifiesto 
la existencia de errores en la version utilizada del mismo (Ssc9). Estos errores no son de
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gran relevancia en este caso pero, en el otro estudio realizado en este material hasta la 
fecha, se han detectado bloques de varios SNPs mal mapeados (Fernandez et ai, 2011). Por 
tanto, hay que ser cautos a la hora de asignar una posicion como verdadera dentro de un 
cromosoma, especialmente en los anâlisis de asociacion en los cuales no se realizan este 
tipo de comprobaciones.
8.4. ANÂLISIS DE ASOCIACIÔN BASADOS EN EL chip SNP60
En estos ùltimos anos se han publicado estudios de asociacion a nivel genômico 
utilizando datos de genotipado masivo, basados en el desequilibrio de ligamiento entre 
marcadores y mutacion causal. Estos trabajos han sido particularmente abondantes en la 
especie human a, pese a que el desequilibrio de ligamiento es menor en esta que en animales 
domésticos, debido lôgicamente al interés en el conocimiento de la base genética de las 
diferentes patologias (obesidad, cancer, psoriasis etc) por lo que este tipo de plataformas de 
genotipado se desarrollaron inicialmente para estudios de biomedicina.
Los estudios de asociacion a nivel genomico (o cromosomico) en animales 
domésticos plantean una dificultad derivada de que su compleja estructura de parentesco 
(en nuestro caso, mezcla de familias de medios hermanos y hermanos completos) genera 
desequilibrio de ligamiento aûn entre genes no ligados. Este problema se ha intentado 
atenuar realizando una correcciôn previa de los fenotipos por un efecto familia (Aulchenko 
et al., 2007), o mejor aûn utilizando un modelos animal que tiene en cuenta el conjunto de 
relaciones de parentesco e incorpora un efecto poligénico que corresponde a la accion 
aditiva de otros genes que afectan el carâcter analizado. La omision de este término en el 
modelo estadistico puede hasta duplicar el numéro de falsas asociaciones positivas 
(Goddard y Hayes, 2009). Resultados de estudios de simulaciôn confirman que los modelos 
que tienen en cuenta el parentesco entre los animales estudiados dan lugar a un numéro 
menor de falsas asociaciones que los modelos que lo ignoran, aunque la potencia de éstos 
ûltimos pueda ser algo superior (Erbe et al, 2011).
Uno de los problemas que plantean estos anâlisis es la elecciôn de un método 
adecuado de correccion de la multiplicidad de tests, que permita simultâneamente reducir la 
proporcion de falsos positives debido a la realizacion de multiples tests y el nesgo de 
rechazo de falsos negativos. En algunos estudios (Gao et ai, 2010; Lantien et ai, 2009), se 
han utilizado tests de permutaciôn para corregir la significaciôn de los tests, éstos son un 
excelente método de fijaciôn de umbrales en poblaciones no relacionadas como es el caso
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de las humanas, sin embargo, en poblaciones con relaciones de parentesco, los genotpos 
generados al azar en las diferentes permutaciones no preservan la estructura de genealigia 
que existe en los datos reales. Otros autores, optan por aplicar la correcciôn de Bonferoni 
(Lander y Kruglyak, 1995) para ajustar los niveles de significaciôn genômica (Pi et ai, 2)10; 
Simon-Sanchez et ai, 2009; Uemoto et al., 2010), esta correcciôn consiste en dividir el livel 
de significaciôn estadistica, para un solo test de la hipôtesis nula, por el numéro de ests 
realizados. Hemos utilizado una variante de esta correcciôn en el estudio previc de 
detecciôn clâsica de QTLs. No obstante, esta correcciôn se considéra muy restrictiv: en 
anâlisis de asociaciôn, ya que el desequilibrio de ligamiento entre SNPs, hace que el nûnero 
efectivo de tests independientes sea inferior al de SNPs considerados en el anâlisr de 
asociaciôn.
En el présente estudio se ha utilizado una extensiôn del estadistico tasa de ftlso 
descubrimiento (FDR) (Benjamini y Hochberg, 1995) denominado q-value (Storey y 
Tibshirani, 2003), en el cual a cada valor de p  le corresponde un valor de q que pemite 
identificar como significativos los infenores a la tasa de FDR escogida (q < FDR), este 
câlculo es realizado en base a la proporciôn de verdaderas hipôtesis nulas a partir del 
histograma del conjunto de valores p  obtenidos. Este tipo de test es recomendado >ara 
anâlisis de asociaciôn genômica ya que el algoritmo de câlculo requiere histogramas basxlos 
en un elevado numéro de valores p. Esta correcciôn fue utilizada, entre otros, en uno di los 
dos estudios de asociaciôn genômica publicados en porcino (Duijvesteijn et al, 2010). ïn  el 
présente estudio, realizado a nivel cromosômico, se consideraron como significalvos 
aquellos SNPs cuyo valor de q fuese inferior a 0.10.
Este anâlisis de asociaciôn a partir de los datos de genotipado del chip SN^ôO 
perseguia un doble objetivo. A partir de la detecciôn de SNPs con efecto sobre los 
caractères analizados, se trataba de localizar nuevos genes candidatos o bien detfctar 
efectos de SNPs no genotipados hasta el momento en los genes candidatos propuetos 
anteriormente para el SSCI2. Asimismo, se pretendia contrastar la detecciôn de QFLs 
realizada anteriormente con los resultados obtenidos con otra aproximaciôn metodolôgca.
En los diferentes anâlisis realizados, se detectaron efectos significativos de vaios 
SNPs sobre el âcido graso C l6:0 y el indice C20:4/C18:2. Asimismo, se detectaron efetos 
de otros SNPs sobre el âcido graso C20:4 y los indices PI y PUFA/SFA, aunqut no 
llegaron a superar (^<0.15) la tasa establecida de falso descubrimiento.
El anâlisis de asociaciôn del contenido en âcido palmitico C l6:0 es el que ha ado 
lugar a la detecciôn del mayor numéro de SNPs (167) con efectos significativos (^<010).
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Cercanos al intervalo de confianza del QTL previamente detectado en el anâlisis clâsico 
(30.96 -35.02 Mb) o incluidos dentro del mismo, fueron detectados cuatro SNPs 
localizados en dos genes [AC AC A  y PCTP) con funcion relacionada con el metabolismo 
de âcidos grasos. El SNP 636 {ALGA0066302), localizado en la posicion 36.94 Mb 
correspondiente a un intron del gen A C A C A , tiene un efecto de 0.400 ± 0.156 % sobre 
C16:0, équivalente a 1.8% de la media del carâcter. Gallardo ei al (2009) realizaron en una 
poblaciôn Duroc un estudio de asociacion entre varios SNPs detectados en el gen A C A C A  
y el contenidos de diferentes âcidos grasos en grasa intramuscular. Como resultado, 
detectaron cuatro SNPs sinonimos con efecto sobre el C16:0. Estos resultados -que 
corresponden a SNPs diferentes de los analizados en esta tesis- refuerzan en otro material 
biologico la hipôtesis de que el gen A C A C A  es un potente gen candidato para albergar la 
mutaciôn causal.
Los SNPs 542, 544 y 545 {ASGA0034039, ASGAOO54041 y ASGA0054044), 
anotados en el gen phosphatidylcholine transfer protein (PCTP) localizado en 29.74 Mb tienen 
efectos aditivos estimados del 0.265 ± 0.182, 0.349 ± 0.129 y 0.398 + 0.156 sobre el 
porcentaje de acido palmitico C l6:0, équivalentes al 1.9, 1.4 y 1.5% de su media, 
respectivamente. Estos SNPs estân situados en el intervalo de confianza del QTL 
anteriormente detectado. El gen PCTP codifica para una proteina de la superfamilia 
START, que son proteinas reguladoras esteroideogénicas. Estas proteinas se unen a los 
lipidos y regulan el transporte de los mismos en los diferentes tejidos (Wirtz, 1991). 
Estudios realizados in-vitro, han demostrado que la funciôn de la proteina PCTP consiste en 
el transporte intermembranal de fosfatidilcoHnas, no obstante, este mecanismo no ha 
podido ser demostrado in-vivo (Kanno et al, 2007). Asimismo, ratones portadores de la 
mutaciôn puntual Argl20His, en este gen, tenian alterado el metabolismo de 
fosfatidilcolinas (Pan et al, 2006). Estudios recientes han revelado que PCTP es una enzima 
clave que contrôla el metabolismo lipidico y de la glucosa y que su expresiôn estâ regulada 
por la proteina PPARA. Asimismo, limita el acceso de los âcidos grasos a la mitocondria 
para que pandcipen del proceso de p-oxidaciôn mitocondrial (Kang et al, 2010a; Kang et al, 
2010b). Hasta el momento, no se ha publicado ningûn estudio de este gen o de la proteina 
que codifica en porcino ni en otras especies domésticas.
Ademâs de los efectos citados sobre el C l6:0 de los polimorfismos del gen PTCP, 
se detectaron efectos sugestivos del SNP542 sobre C20:4 y del SNP544 sobre C20:4, PI y 
PUFA/SFA. Estos resultados indican que este gen es un sôlido candidato posicional, 
aunque se desconoce gran parte de su funciôn fisiolôgica en animales domésticos. Como es
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bien sabido, la verificacion de que alguno de estos polimorfismos genotipados sea la 
mutacion causal, requiere nuevos experimentos y anâlisis. Uno de ellos, consistente en 
realizar estudios de expresiôn de los diferentes genotipos, se ha Uevado a cabo en el 
présente trabajo y serâ discutido posteriormente.
Los resultados obtenidos en el anâlisis de asociaciôn del indice C20:4/C18:2 indican 
un efecto significativo del SNP 845 sobre el mismo. Este SNP estâ localizado en el gen 
arachidonaîe 12-lipoxygenase (AL0X12) que codifica para una proteina que participa en la ruta 
de oxidaciôn del âcido araquidônico a âcido linoleico mediante la oxidaciôn del carbono 12 
del araquidonato en âcido 12-hidroxieicosaenoico. El indice C20:4/C18;2 expresa los 
coeficientes de actividad de las enzimas de las rutas biosintéticas de conversiôn de âcido 
araquidônico a âcido linoleico o viceversa (Pamplona et al, 1998). Muchos mamiferos son 
incapaces de sintetizar estos âcidos grasos esenciales y deben tomarlos de la dieta. La 
participaciôn de la proteina codificada por el gen A L 0 X 1 2 , relacionado con el indice sobre 
el que se detectô la asociaciôn, conviértelo en un sôlido gen candidato para explicar los 
efectos sobre este carâcter. Al igual que en el caso del PCTP, no se puede descartar ni 
aceptar que este SNP sea la mutaciôn causal responsable del efecto, por lo tanto es 
recomendable realizar experimentos adicionales para comprobar el efecto en otras 
poblaciones diferentes, anâlisis de expresiôn asi como anâlisis a nivel proteico.
Cabe destacar que en el anâlisis de detecciôn de QTLs no se detectô ningûn efecto 
sobre el indice C20:4/C18:2. La hipôtesis de QTL implica la presencia de alelos alternadvos 
fijados en las lineas parentales, lo que probablemente no se corresponde con la segregaciôn 
de la mutaciôn causal en el material experimental, que présenta un mayor desequilibrio de 
ligamiento con los SNP detectados como significativos.
Un ûltimo aspecto a tener en cuenta es que, tal como ya se ha mencionado, el chip 
SNP60 fue desarrollado a partir de la informaciôn de 19 librerias de ADN de individuos 
Landrace, Large-White, Duroc y Pietrain, con lo cual no se tuvo en cuenta la segregaciôn 
de estos SNPs en otras razas o lineas genéticas diferentes como es el caso de la raza Ibérica 
(Ramos et al, 2009), por lo tanto puede suceder que los SNPs utilizados en el anâlisis de 
asociaciôn sean menos informativos de lo requerido para este tipo de anâlisis.
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8.5. ANÂLISIS DE EXPRESIÔN
Los datos procédantes de microarrajs de expresiôn utilizados en este estudio fueron 
obtenidos en animales RC2, dentro del plan de trabajo del subproyecto AGL2008-04818- 
C03-02 del Plan Nacional de Investigaciôn (2008-2011), a cargo del Area de Producciôn 
Animal del Centro Udl-IRTA (Lleida, Espana). El objetivo de este subproyecto es 
caracterizar a nivel genômico patrones de expresiôn génica diferencial y de redes génicas 
implicadas en el crecimiento y la calidad de la carne porcina, asi como rutas metabôlicas 
para mejorar estos caractères modificando uno o varios enlaces de la red. Una parte de 
nuestros resultados justifican un estudio a nivel de expresiôn génica en müsculo longissimus, 
por lo que la cesiôn por parte del Area de Producciôn Animal del Centro Udl-IRTA de los 
datos de escaneado de los mismos posibilitô llevarlos a cabo.
En este estudio se realizaron cinco anâlisis de expresiôn con objetivos diferentes. El 
primero de ellos consistia en buscar genes diferencialmente expresados entre individuos 
con distinto genotipo probable del QTL. Como los individuos de los que se dispone de 
microarrays pertenecen a un retrocruce, sôlo se pueden detectar individuo Qq y qq, lo que 
conlleva una disminuciôn en la potencia del anâlisis. Al realizar el anâlisis de expresiôn las 
diferencias de expresiôn de los genes, pueden atribuirse a los efectos del QTL. El propôsito 
de este anâlisis consistia, principalmente, en detectar genes candidatos que puedan explicar 
los efectos del QTL. Si los genes diferencialmente expresados estân localizados dentro del 
intervalo de confianza del QTL o prôximos al mismo, las diferencias de expresiôn se 
pueden atnbuir a mutaciones localizadas en las regiones reguladoras de estos mismos 
genes. Si por el contrario los genes diferencialmente expresados estân fuera del intervalo de 
confianza, las diferencias de expresiôn se explicarian por cambios conformacionales de una 
proteina que régulé su expresiôn. Por lo tanto, habria que venficar que la proteina estâ 
codificada por un gen localizado dentro del intervalo de confianza del QTL y realizar una 
bûsqueda de polimorfismos en la secuencia codificante de la misma.
Como resultado de este primer anâlisis, se detectaron très sondas localizadas en el 
SSC12 de un total de cuatro con valores de ^  < 0.001 y con un FDR < 0.10. La cuarta de 
las sondas estâ localizada en el SSCI4, y ninguna de estas sondas se corresponde con 
trânscritos de genes que codifiquen proteinas implicadas en el metabolismo de âcidos 
grasos. De las 18 sondas restantes con un valor de /> < 0.001 y 0.10 < FDR < 0.15, dos 
estân localizadas dentro del intervalo de confianza del QTL. Estas sondas corresponden a 
los genes que codifican las proteinas PCTP y TMEiM97. Debido, a su localizaciôn en el
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intervalo de confianza del QTL, al hecho de que estos genes codifiquen para una proteina 
con funcion relacionada con el metabolismo de âcidos grasos y a las considerables 
diferencias de expresiôn detectadas (el ratio Qçqlqq correspondiente a la sonda del gen 
PCTP toma un valor de 0.77 y el de la sonda del gen TMEM97, un valor de 1.26) se 
consideraron estas sondas significativas, a pesar de que el valor calculado para su FDR 
excede ligeramente el umbral estadistico establecido de 0.10.
Para los restantes genes diferencialmente expresados, incluidos en la tabla 7.1, no se 
ha encontrado ninguna relaciôn con el metabolismo lipidico en los localizados en el SSCI2, 
por lo que no podemos considerarlos candidatos funcionales. En cuanto a los localizados 
en otros cromosomas, tampoco se consideran buenos genes candidatos ya que no hay 
descrita ninguna interacciôn entre ellos y genes localizados en el SSCI2.
En los otros cuatro anâlisis, se estudiaron los efectos sobre la expresiôn génica de 
los SNPs de los genes A C A C A  y PCTP, significativamente asociados al contenido de 
C l6:0 en grasa intramuscular. Se observô la expresiôn diferencial de 20 sondas como efecto 
del numéro de copias del alelo A del SNP636 anotado en el gen A C A C A  {ASGA0066302 
G>A). Las funciones de los genes correspondientes a estas sondas no tienen relaciôn 
aparente con el metabolismo de âcidos grasos, ni tampoco interacciones conocidas con 
genes relacionados con el mismo (Tabla 7.2). En el mismo anâlisis, ninguna de las cinco 
sondas del gen A C A C A  incluidas en el array de Affymetnx presentô diferencias de 
expresiôn significativas. Estos resultados, condicionados al SNP analizado, no aportan 
evidencias favorables a la posible causalidad del gen A C A C A  de los efectos génicos 
observados sobre el contenido de âcido palmitico en grasa intramuscular.
En los très anâlisis restantes se estudio el efecto sobre la expresiôn de los genotipos 
de los SNP542 (ASGA0034039T>C) y SNP344 {ASGA0054041A>G) del gen PCTP. En 
dos de ellos se estimô el efecto del numéro de copias de uno de los alelos de cada 
polimorfismo (Tablas 7.3 y 7.4) y en el tercero se compararon los très genotipos del 
SNP544 (Tabla 7.5). En todos ellos la sonda con las diferencias de expresiôn mâs 
significativas es la ûnica del array de expresiôn correspondiente al propio gen PCTP. Los 
efectos son particularmente significativos para el SNP544 [ASGAOO54041A>G) que 
présenta en los animales RC2 frecuencias intermedias, mâs informativas que las del otro 
polimorfismo.
Estos resultados junto el efecto de ambos SNPs sobre C l6:0 y ademâs la 
localizaciôn del gen PCTP en la posiciôn de 29.65 Mb, prôximo al intervalo de confianza 
del QTL (30.96-35.02 Mb), avalarian la hipôtesis de que uno de los dos fuera la mutaciôn
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causal o estuviera muy estrechamente ligado a ella. No obstante, falta por establecer una 
relaciôn entre el nivel de expresiôn y contenido de acido palmitico que requiere disponer de 
medidas précisas de la primera, obtenidas por PCR cuantitativa. La validacion de la 
hipotesis requiere ademâs realizar otros ensayos. En primer lugar, los SNPs del gen PCTP 
deben ser testados en diferentes poblaciones para comprobar que se man tienen sus efectos 
sobre el âcido palmitico (C l6:0). Por otra parte, séria interesante caracterizar el AD N c de 
este gen asi como identificar SNPs exônicos que pudieran estar relacionados con una 
alteraciôn de la proteina. Otra tarea prevista serâ la obtenciôn de registros de composiciôn 
de âcidos grasos en la grasa subcutânea de estos animales (F3+RC1+RC2), asi como de los 
genotipos de estos polimorfismos en individuos F2, con lo que se podrâ comprobar sus 
posibles efectos sobre la composiciôn lipidica de grasa subcutânea.
Asimismo, en los très anâlisis realizados a partir de los genotipos de los SNPs del 
gen PCTP aparece diferencialmente expresado el gen Cytochrome c oxidase assembly homolog 
{C0X11), representado por dos sondas diferentes (Tablas 7.3, 7.4 y 7.5). Este gen estâ 
localizado en la posiciôn de 28.93 Mb del SSCI2, adyacente al gen PCTP. Esta expresiôn 
diferencial podria ser atribuida a que tienen una regulaciôn de la expresiôn comûn, y por lo 
tanto la mutaciôn que estâ regulando la expresiôn de PCTP, también régula su expresiôn.
Figura 8.4. Posiciôn de los genes PCTP, C 0 X 1 1 y H L F  en humano.
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Ambos genes PCTP y C 0X 1  ocupan localizaciones cercanas en el genoma humano 
(cromosoma 17), como se puede observar en la figura 8.4. Entre ellos estâ situado el gen 
Hepatic leukemia factor (HLF) que codifica para el factor de transchpciôn HLF. Flowers et ai 
(2008) compararon la expresiôn diferencial de ratones control con ratones déficientes en la
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enzima SCD. Observaron que los segundos tenian reprimida la expresiôn de genes 
implicados en detoxificaciôn, biosintesis, elongaciôn, desaturaciôn, oxidaciôn, transporte y 
cetogénesis de âcidos grasos. Uno de los genes reprimidos era el gen HLF, la coexpresiôn 
del mismo junto con genes implicados en el metabolismo de âcidos grasos podria indicar 
que participa en la regulaciôn transcripcional de alguno de ellos, por lo tanto, este factor de 
transcripciôn también podria estar regulando a PCTP y ser el portador de la mutaciôn 
causal. Este y otros estudios futuros quedan sin embargo fuera del Horizonte de esta tesis 
doctoral.
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CONCLUSIONES
1. Se ha construido un mapa de ligamiento del SSC12 a partir de la informacion de 978 
SNPs del PorâneSNPôO Genotyping Bead Chips anotados en este cromosoma. Se han 
detectado valores elevados de las frecuencias de recombinaciôn de las sondas 
ASGA0104321 y MARC0110971 que indican altamente improbable su localizaciôn en 
este cromosoma y alertan para la existencia de errores en el mapa fisico porcino.
2. A partir de la informaciôn proporcionada por el PorcineSNPôO Genoîyping Bead Chip y de 
los mapas de ligamiento desarrollados en este estudio se realizaron dos estimas de la 
relaciôn entre las distancias genéticas y el numéro de Megabases, que exceden la 
convencionalmente aceptada (1Mb = 1 cM), tanto en el genoma humano como en los 
de los animales domésticos.
3. En el présente trabajo se caracterizô el ADNc de très genes candidatos [ACOX, A C L Y  
y SREBF1) localizados en el SSCI2 en animales pertenecientes a las razas Ibérico y 
Landrace. El anâlisis de asociaciôn de los polimorfismos identificados en estos genes 
con el contenido de âcidos grasos de la grasa dorsal no ha generado resultados 
significativos.
4. Se ha confirmado la existencia de un QTL, en el SSCI2, con efecto sobre los 
porcentajes de los âcidos palmitoleico [C16:l(n-9)], esteârico (C l8:0) y vaccénico 
[C18:l(n-7)] sobre el total de âcidos grasos présentés en la grasa dorsal. Asimismo se 
han confirmado los resultados significativos de la asociaciôn entre el SNP AC AC A: 
c.5634T>C y los porcentajes de estos âcidos grasos. En una regiôn intrônica del gen 
A C A C A  con homologia al Promotor I (PI) bovino, se ha identificado un polimorfismo 
{ACACA: g.48001A>G) con efecto sobre el porcentaje de âcido esteânco (C l8:0) de la 
grasa dorsal.
5. Se ha detectado un QTL, en el SSCI2, con efecto sobre el porcentaje de âcido 
palmitico (C l6:0) en la grasa intramuscular. Este resultado se ha obtenido 
consistentemente en anâlisis realizados con un numéro creciente de marcadores (hasta 
489 SNPs). Los efectos detectados sobre el mismo son de una magnitud del 0.6 % por 
copia del alelo Q  Ibérico, équivalentes a un 2.6% de la media del carâcter.
6. En el anâlisis de asociaciôn Uevado a cabo con los datos de genotipado del 
PorcineSNPôO Genotyping Bead Chip se han detectado efectos significativos de sondas 
localizadas en los genes A C A C A  y PCTP, con funciôn relacionada con el metabolismo 
de âcidos grasos, sobre el contenido en âcido palmitico (C l6:0) de la grasa 
intramuscular. Estos resultados sugieren el gen PCTP como buen candidato funcional y 
posicional.
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7. Los resultados del analisis de asociaciôn indican asimismo un efecto significativo sobre 
el cociente entre los âcidos araquidônico y linoleico (C20:4/C18:2) de un SNP en el gen 
A L 0 X 1 2  y proporcionan evidencia en favor de su estudio como gen candidato.
8. Se ha estudiado en animales RC2, el efecto del genotipo del QTL para âcido palmitico 
(C l6:0) sobre la expresiôn génica en müsculo longissimus, utilizando el array de expresiôn 
de Affymetrix. Los resultados evidencian diferencias de expresiôn en dos genes, PCTP 
y TMEM97, con cocientes de expresiôn entre los genotipos Qq/qq  de 0.77 y 1.26, 
respectivamente. Ambos genes estân localizados en el intervalo de confianza del QTl e 
implicados en el metabolismo lipidico.
9. Se observaron efectos altamente significativos de los genotipos de los SNPs 
ASGA0054039T>C  y ASGA0054041A>G  del gen PCTP sobre la expresiôn del 
propio gen, por lo que se le considéra como el principal candidato posicional y 
funcional subyacente al QTL para contenido en âcido palmitico de la grasa 
intramuscular.
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CONCLUSIONS
1. A new linkage map for SSC12 has been built using 978 SNPs from the 
PorcineSNPôO Genotyping Bead Chips annotated in this chromosome. High 
recombination frequencies have been detected for the probes A SG A 0104321 and 
M ARC 0110971, which probably indicates that there are not located in this 
chromosome and point out the existence of mistakes in the porcine physical map.
2. Two estimations of the equivalence between genetic distances and the Megabase 
number using the information from the PorcineSNPôO Genotyping Bead Chips and the 
linkage maps were conducted, both estimates were superior to the conventionally 
assumed (1 Mb = 1 cM) for the human genome as well as in domestic animals.
3. The cDNA of three candidate genes [ACOX, A C L Y  and SREBF1) mapped on 
SSCI2 has been characterized in purebred Iberian and Landrace animals. The 
association analyses conducted for the identified polymorphisms in these genes and 
the backfat fatty acid composition did not revealed significant results.
4. A QTL in SSCI2 has been confirmed affecting the percentages of palmitoleic 
[C16:l(n-9)], stearic (C l8:0) and vaccenic [C18:l(n-7)] fatty acids measured on the 
total of backfat fatt}^  acid. In addition, the significant associations o f the SNP 
A C A C A : c.5634T>C with fatty acid percentages have been also confirmed. A new 
polymorphism (ACACA: g.48001A>G) affecting the backfat stearic fatty acid 
(C l8:0) percentage has been identified in an intronic region of A C A C A , highly 
similar to the bovine promoter I (PI).
5. A QTL in SSCI2 affecting the palmitic fatty acid (C l6:0) percentage in 
intramuscular fat has been detected. This result has been consistently obtained in 
the analyses conducted while increasing the number of markers (up to 489 SNPs). 
The magnitude of the effect detected on the trait is 0.6% for the ^  Iberian allele, 
equivalent to 2.6% of the mean of the trait.
6. In the association analysis performed with the genotyping data from the 
PorcineSNPôO Genotyping Bead Chip, significant effects on the palmitic fatty acid 
(C l6:0) percentage in intramuscular fat were detected in the A C A C A  and PCTP 
genes probes, both with functions related with the fatty acid metabolism,. These 
results suggest that PCTP is a good functional and positional candidate gene.
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7. In addition, the association analysis results show a significant effect on the ratio 
between araquidonic and linoleic fatty acids (C20:4/C18:2) of a SNP in the 
A L 0 X 1 2  gene, providing evidences o f its relevance as candidate gene.
8. The effect on the longisimus muscle gene expression o f the QTL genotype for 
palmitic fatty acid has been investigated in RC2 animals using the Affymetrix gene 
expression microarrays. The results show expression differences in two genes, 
PCTP and TMEM97 and expression ratios between the Q q/qq genotypes were 
0.77 and 1.26, respectively. Both genes are involved in the lipid metabolism and 
mapped within the confidence interval o f the QTL.
9. The SNPs ASGA0054039T>C  and ASGA0054041A>G  of the PCTP gene 
showed highly significant effects on its own gene expression, therefore PTCP is 
considered the main positional and functional candidate underlying the 
intramuscular fat QTL for palmitic fatty acid.
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ANEJO________________________________________________________________________________
Anejo: Sondas utilizadas en la constmcciôn de los dos mapas genéticos del SSC12 
utüizados en los diferentes anâlisis en gras a intramuscular. En la tabla se indica el numéro 
de orden atribui'do a la sonda, su nombre, la posiciôn fîsica (Mb) y la posicion en los mapas 
de ligamiento 3 (cM') y 4 (cM^.
N° SNP Sonda Mb
Posicion 
Mapa 2 Mapa 3
(cM) (cM)
SNPl ALGA0124548  0.07 0.00
JNP41 ASGA0089708  2.12
SNPSl ASGA0052576  3.56
SNP6\ ASGA0052621 4.55
SNPni H3GA0055229 4.91
1.80
7.40
8.80
9.70
SNP9\ ASGA0092609 5.51
SN P \0 \ H3GA0033256 5.94
11.20
12.70
SN PU 9 MARC0011974 6.7 7.00
VVPUl ALGA0064800  7.62
SN P \5 \ DRGA0011583 7.89
JNP161 ASGA0053064 8.2
SN P \7 \ ALGA0106208  8.79
S N P m  MARC0057123 9.76
16.00
19.40
20.40
21.40 
22.10
SN P \%  DBWU0000115 9.96 15.60
SNP2U SIRI0000304 10.69
SNP2M H3GA0055422 11.55
SNP2SX M1GA0016286 12.54
26.10
27.80
28.40
161
ANEJO
SNP213 A L G A 0 1 03808 13.32 21.60
JNP301 H3GA0033690 14.54 - 29.80
JNP321 MARC0001291 15.86 - 31.10
TNP350 H3GA0033801 16.99 24.60
SNPhOl ASGA0082772  17.35 25.70
SNP7>10 H3GA0056346 17.91 27.00
JNP371 INRA0038774 18.19 27.10 33.70
SNP317 ALGA0113902  18.92 28.50
S N m x  DÎAS0001511 19.09 - 35.90
TNP382 SIRI0000605 19.18 32.50
TNP391 MARC0012973 1 9.78 - 38.90
S N P m  DIAS0000287 21.62 - 45.30
TiVP431 H3GA0055624 22.79 - 46.30
TNP437 H3GA0033954 23.21 41.30
JNP441 DIAS0004287 23.83 - 48.40
JNP451 H3GA0033984 24.17 - 49.20
SNP47X ALGA0108989  25.03 - 50.10
TNP561 H3GA0055148 30.99 - 50.70
JNP599 MARC0016326 32.76 46.70
JNP601 ALGA0066217  33.24 - 52.70
SNP6U MARC0084960 34.15 - 53.90
S N P m  ASGA0054380 34.23 47.30
162
ANEJO
SNP6XS ALGA0119377  35.1 48.40
TNP621 A L G A 0 1 11445 36 - 54.30
TNP624 DRGA0011754 36.25 49.10
SN P6A  MARC0008973 36.76 - 56.90
TNP635 ALGA0066299  36.92 50.20
JNP645 MARC0091586 37.48 51.70
i ’NP651 ASGA0104264  37.87 - 58.20
TNP661 ASGA0089251 38.21 - 59.50
JNP673 ALGA0104951  38.77 55.50
JNP681 38.82 - 62.60
S N P m  M ARC 0111729 39.25 - 63.80
SNPTOX ASGA0090983  39.78 - 66.00
SNP707 D1AS0004274 40.27 60.40
SNP7U ASGA0054736  40.51 - 68.20
JNP741 A L G A 0 1 19804 42.45 - 71.70
TNP761 ASGA0054859 43.52 - 73.50
SNP77X MARC009294 1 44.59 - 74.50
JNP781 H3GA0034599 46.31 - 77.50
JNP796 ALGA0124577  47.18 72.10
TNP831 MARC0076283 48.55 - 79.60
JNP841 ASGA0105522  49.31 - 80.00
iNP849 ASGA0055070  50.05 74.80
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ANEJO
S N m x  MARC0023716 50.88 - 83.10
JNP861 ALG A0103480  51.44 - 86.10
SNP901 DIAS0003416 53.32 - 87.30
TNP904 ALGA0119023  53.58 82.40
SNP9U MARC0094338 54.13 - 90.20
SNP92X ASGA0099848  54.5 - 90.90
JNP931 H3GA0052996 54.64 - 91.50
SNP941 MARC0068381 54.94 - 93.20
SNP960 H3GA0033045 56.18 90.40
JNP965 H3GA0035082 56.46 90.60
SNV912 ASGA0101684  56.78 91.30
JNP974 ALG A0067317  56.92 92.00
JNP975 MARG0114025 56.96 92.10
JNP977 ASGA0055477  57 - 95.20
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